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Resumo

DESENVOLVIMENTO DE IMUNOSSENSORES PIEZELETRICO E
ELETROQUIMICO PARA DETECCAO DE AMOSTRAS DE INTERESSE
AGRONOMICO E DE SAUDE

No presente trabalho estudou-se o desenvolvimento de imunossensores
para aplicagdo em amostras de interesse agrondmico e de saude. Foram
desenvolvidos um imunossensor piezelétrico para cisteino peptidase (CPXaC),
um potencial biomarcador para Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc) causadora
do Cancro citrico, e um imunossensor eletroquimico baseado em
nanoparticulas de ouro como marcador e utilizando particulas magnéticas para
separacao e pré-concentracao de Salmonela enterica subsp. enterica sorovar
Typhimurium LT2 (S). O imunoensensor piezelétrico foi baseado em trés
estratégias de imobilizacdo do anticorpo policlonal anti-CPXaC, produzido em
coelho, contra CPXaC sobre a superficie de ouro do cristal de quartzo. As
superficies de imobilizacdo foram avaliadas monitorando a variacdo da
frequéncia ressonante do cristal de quartzo (Af) e o valor da dissipagédo de
energia (AD) em tempo real adicionando 645x10° mol L' CPXaC. A melhor
relacdo entre resposta analitica e dissipacdo de energia do imunossensor foi
obtida com a imobilizacdo do anticorpo sobre acido 11-mercaptoundecandico
(MUA), o qual apresentou um limite de detecgdo de 13,0 nmol L™, bem como
valores de constante cinética e de equilibrio para interacdo antigeno-anticorpo
concordantes com os da literatura. Por fim, o imunossensor apresentou boa
especificidade nao apresentando resposta para diferentes proteinas estudas,
incluindo outra cisteino peptidase que é usada com alvo para detectar Xylella
fastidiosa, bactéria responsavel por outra importante doenca de citrus. A
deteccdo de Salmonela utilizando um magneto-imunoensaio e nanoparticulas
de ouro (AuNPs) como marcador foi desenvolvido utilizando um eletrodo de
carbono impresso (SPCE) que incorpora um ima permanente. Amostras de
leite desnatado fortificadas com Salmonela foram testadas usando particulas
magnéticas modificadas com anti-Salmonela (MBs-SAc), para a fase de
separacgao e pré-concentracao, e marcadas posteriomente com nanoparticulas

de ouro (AuNPs) modificados com anticorpo secundario anti-salmonela (SAc-

XV



AuNPs), o qual foi detectado usando voltametria de pulso diferencial (DPV).
Um limite de deteccgéo de 143 CFU mL™" e um intervalo linear 10°-10° CFU mL™
de Salmonela, com um coeficiente de variacdo de cerca de 2,4%, foram
obtidos. As recuperacdes do sensor em leite desnatado foram de 83 e 94%
para 1,5 x 10° e 1,5 x 10° CFU mL", respectivamente. Este trabalho
demonstrou com sucesso a possibilidade do uso de imunossensores
piezelétricos para detectar CPXaC, bem como um imunossensor eletroquimico

para detectar Salmonela em amostras de leite fortificadas.
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Abstract

DEVELOPMENT OF PIEZOELECTRIC AND ELECTROCHEMICAL
IMMUNOSENSORS TO DETECT SAMPLES OF AGRONOMIC INTEREST
AND PUBLIC HEALTH

This work shows development of immunosensors for agronomic interest
and public heath. The first was a piezoeletric immunosensor to detect a
cysteine peptidase, a potencial biomarker for Xanthomonas citri subsp. citri that
cause a citrus Canker. Another was electrochemical immunosensor based on
gold nanoparticles as a label and magnetic beads as capture phase of
Salmonella enterica subsp. enterica sorovar Typhimurium LT2 (S). The
piezoelectric immunoassay was based on immobilization of polyclonal antibody
against CPXaC (anti-CPXaC), produced in rabbit, onto three different
monolayers that modified gold quartz crystal, which were evaluated by
monitoring frequency and energy dissipation in real time when 64.5x10® mol L™
of CPXaC was added. The better relation between analytical response and
energy dissipation was obtained with immobilization onto 11-
mercaptoundecanoic acid which presented a detection limit of 13.0 nmol L™ as
well as good values for the kinetic and equilibrium binding constant. The
immunosensor showed good specificity with no response for different proteins
include another cysteine peptidase that is used as a target for detects Xylella
fastidiosa bacterium responsible for other important disease in citrus. For
detection of Salmonella using a magneto-immunoassay and gold nanoparticles
(AuNPs) as label was developed based on the use of a screen-printed carbon
electrode (SPCE) that incorporates a permanent magnet underneath.
Salmonella spiked in milk samples (i.e. skimmed milk) have been tested by
using anti-Salmonella magnetic beads (MBs-SAb) as capture phase and
sandwiching afterwards with AuNPs modified antibodies (SAb-AuNPs). AuNPs
detection using differential pulse voltammetry (DPV) following a previous
established procedure is performed. And a detection limit of 143 CFU mL™" and
a linear range of from 10° to 10° CFU mL™" of Salmonella, with a coefficient of
variation of about 2.4%, was obtained. Recoveries of the sensor by spiking

skimmed milk with different quantities of Salmonella of about 83 and 94 % for
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1.5 x 10%® and 1.5 x 10° CFU mL" were obtained, respectively. This work
demonstrated the possibility to detect CPXaC with a piezoelectric
immunosensor as well as electrochemical immunosensor to detect Salmonella

spiked in milk samples.
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1.Introducgao

1.1 Apresentagéo

Atualmente, as analises clinicas ndo sao realizadas exclusivamente em
laboratérios’. Medidas de fluidos bioldgicos, como urina e sangue, S0
rotineiramente realizadas em postos de saude e pelos proprios pacientes
utilizando dispositivos portateis denominados biossensores ou analises
chamadas de point - of - care. No entanto, o emprego desses dispositivos néao
se limita ao diagnostico ou confirmagao de uma patologia humana. Analises de
microorganismos em alimentos e as detecgdes de marcadores de doengas de

plantas sdo, entre outras, possiveis aplicacbes dos biossensores.

Desde o desenvolvimento da tecnologia dos biossensores, por Clark e
Lyons em 1962", esta tem sido tema de estudo exaustivo por diversos grupos
de pesquisa. Isso, porque, o desenvolvimento de um sistema robusto que
integra todas as caracteristicas analiticas tais como: seletividade, sensibilidade,
especificidade, portabilidade, baixo custo, capacidade de miniaturizacéo e
rapido tempo de deteccao para analise de matrizes complexas € de grande

interesse para industria de alimentos e o agronegocio nos dias de hoje.

O Brasil € um dos maiores exportadores de produtos agricolas do
mundo. Em 2010, 25% dos produtos do agronegécio em circulagdo no mundo
eram brasileiros e, espera-se em 2030 um terco de todos estes produtos
comercializados no mercado mundial sejam do Brasil®. A citricultura brasileira é
responsavel por grande parte dos produtos a base de citros no mercado
internacional, e contribui com mais de 1,5 bilhdes de dodlares anuais para
balanga comercial®>. No entanto, a produtividade da citricultura é afetada por
diversas doencgas, pois na maioria das vezes quando a arvore é infectada ela
deve ser erradicada, assim como as arvores proximas ao foco da doenca o que
causa grandes perdas econdmicas ao produtor. Contudo, se métodos de
deteccdo fossem empregados no estagio inicial da doenga sua proliferacéo

poderia ser evitada, bem como as perdas econémicas ao produtor.

O cancro citrico € uma das doencas economicamente mais importantes
que atinge as espécies de citros em todo o mundo. O agente patogénico € uma

bactéria gram-negativa, Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc)*, geralmente
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caracterizado por notaveis lesdes nas folhas, caules e frutos, deterioragao e

queda dos frutos e diminuigéo da producao®.

Atualmente os métodos de diagnostico do Cancro sé&o: visual, fluxo
bacteriano ou reagdo em cadeia da polimerase (PCR). O primeiro deles baseia-
se nas caracteristicas tipicas dos sintomas, o qual ndo é utilizado para emitir
laudo técnico. O segundo caracteriza-se pela inspecao por microscopia Optica
de um pedaco do tecido com alta concentragcdo bacteriana no qual é possivel
observar o fluxo bacteriano que sai do tecido deste material, que por sua vez, é
coletado e inoculado em uma placa de cultura dando colénias amareladas,

caracteristicas da Xcc & 7.

Nao ha tratamento ou prevencao para o Cancro citrico, por isso apds a
deteccao de uma arvore infectada, ela deve ser destruida e, ao mesmo tempo,
as arvores sem sintomas expostas ao patdégeno ao seu entorno a fim evitar
novas infeccdes e maiores perdas econdmicas®. A doenca esta presente em
mais de 30 paises. Os esforcos para o controle e erradicacdo de areas
infectadas e manter as areas livres de cancro s&o economicamente
importantes para o mercado de citros’. Uma estratégia para prevenir e
controlar as novas infecgoes pode ser oferecida com a detecgdo precoce do

cancro citrico juntamente com os métodos para evitar a sua propagacao.

Recentemente, foi demonstrado que as bactérias fitopatogénicas,
incuindo o género Xanthomonas, ® utilizam uma cisteino peptidase para alterar
a fisiologia da planta e esta relacionado com inumeros processos biolégicos. A
cisteino peptidase produzida pela Xcc (CPXaC) provavelmente esta envolvida
nos processos de invasdo do hospedeiro, o que faz dela um potencial
biomarcador para o desenvolvimento de métodos de deteccdo prematura,

eficaz e rapido para o Cancro citrico.

Doengas transmitidas por alimentos tém sido uma ameaca a saude
humana por varios anos e continuam sendo um problema de satde publica'.
Salmonela é um dos mais frequentes microorganismos encontrados em
alimentos contaminados. A ingestao pode causar em humanos, diarréia, febre,
vOomitos, dores abdominais e se ndo houver uma intervengao imediata pode

levar uma desidratagao grave e, alguns casos a morte.



O monitoramento de Salmonela em alimentos, portanto, € de grande
interesse devido a alta incidéncia desse microorganismo em alimentos
contaminados. No Brasil, segundo dados da secretaria da saude, 44% dos
alimentos contaminados sdo procedentes de Salmonela’’, sendo os principais

veiculos de origem animal como: leite, carne e ovos.

De acordo com o ministério da saude, entre 1999 e 2008 foram mais de
1300 surtos causados somente por Salmonela no total de 2974. Nos Estados
Unidos da América, onde dados e custo com doencas causado por Salmonela
sao relatados, ha 1,4 milhdes de infeccbes por Salmonela resultando em 168.
000 visitas ao médico, 15.000 internagdes e 580 mortes anualmente. O custo

total associado com Salmonela é estimado em US$ 3 bilhées de ddlares'?.

O método convencional para detectar bactérias, recomendados pelas
agencias internacionais de normatizagao, € o método de cultura em placas com
meio biolégico especifico para isolar e enumerar as possiveis bactérias
encontradas nos alimentos. Este método € muito sensivel e barato, mas requer
varios dias para gerar resultados, porque a técnica € fundamentada na
capacidade dos microorganismos em multiplicar-se e produzir colénias visiveis.
Por exemplo, o método oficial para enumerar bactérias (ISO/DIS 6579, 2001)"
envolve uma série de etapas o qual consome de 4 a 5 dias para ser concluido.
Séo elas: a) pré-enriquecimento b) enriquecimento seletivo c) isolamento d)
confirmagéo bioquimica e sorolégica se presumiveis colénias de Salmonela

forem desenvolver-se.

O desenvolvimento de novas metodologias com tempo de resposta mais
rapido, melhor sensibilidade e seletividade e multiplexagdo facil ainda € um
desafio para analises clinicas, vigilancia sanitaria, e outros érgaos de controle.
Nos ultimos anos novas tecnologias tém sido desenvolvidas, a fim de melhorar
o tempo de anadlise dos métodos padrdes. Estas tecnologias baseiam-se
principalmente na reacdo em cadeia da polimerase e imunoensaios'"’. Outra
tecnologia que emerge como alternativa para dirimir as deficiéncias das
técnicas padrdes sao os biossensores. Em especial os imunossensores que se

baseiam na alta especificidade da interagao antigeno e anticorpo.



1.2 Imunoensaios

Os ensaios imunoldgicos ou imunoensaios atualmente sdo as técnicas
analiticas predominantes em grupos de pesquisa ou em laboratérios de analise

clincas para detectar diversos alvos em diferentes matrizes bioldgicas.

A imunoglobulina g, IgG, o anticorpo (Ac) mais utilizado em
imunoensaios, teve sua estrutura determinada por cristalagrafia de raio — X', a
qual demonstrou uma forma de Y com trés porgdes de tamanho iguais, Figura
1.1 (A) . Elas sao constituidas de duas cadeias de polipeptidios leves e duas

pesadas ligadas por pontes de sulfetos Figura 1.1(B).

Fab

.
a

Figura 1.1: Estrutura cristalografica de raio-X de um anticorpo 1gG'® (a);
representacdo esquematica da estrutura de um anticorpo (b) Fab: fragmento de
ligagdo de antigeno e Fc: fragmento constante.

A regidao constante, Fc, € responsavel pelo isotipo do anticorpo,
enquanto que a regido variavel, uma cadeia leve e outra pesada constitui a
regido de ligacdo do antigeno, Fab. Esta regido determina a especificidade do
anticorpo. O antigeno (Ag), por sua vez, se liga ao anticorpo por meio do seu
epitopo formando o complexo antigeno-anticorpo '® de acordo com a equagio

quimica 1.

Ac+Ag = Ac:Ag (1)



A formacdo do complexo AcAg é caracterizada pela constante de
afinidade, que leva em consideragado as concentragcao de AcAg, do Ag livre e
sitios de ligagdo do Ac, equagao 2. Valores das constantes de afinidade entre
de 10* e 10" L mol™ decorre da alta sensibilidade dos imunoensaios'®, e uma
avaliacao da constante de afinidade € importante para se conhecer viabilidade
do anticorpo empregado nos ensaios.

A interacdo imunoldgica pode ser monitorada por diversas técnicas, por
exemplo, os radiomunoensaio, Western Blotting?® ou ELISA® (Enzyme-linked
immunosorbent assay). Dentre elas o ELISA é sem sombra de duvidas o mais
utilizado em analises clinicas e biologicas. Essa técnica tem servido como um
método importante para determinagdo de proteinas, sendo que, em alguns
casos o seu limite de deteccdo pode chegar a 1 pg mL™" ?°. No entanto, os
ensaios baseados em ELISA sao dificeis de serem empregados em analises de
campo ou em laboratoérios remotos, além disso, possuem algumas limitagdes
como: tempo de analise, quantidade de amostra, custo de equipamento e a
necessidade de um técnico qualificado. Por outro lado, as estratégias utilizadas

em ELISA sio bastante Uteis no desenvolvimento de imunossensores?’.

Os imunossensores sao um tipo de biossensor e, assim como os
imunoensaios, baseiam-se na interacdo anticorpo e antigeno. A principal
vantangem dos imunossensores frente ao ELISA é a possibilidade de uso em
analise remota, além no menor consumo de amostra, menor tempo de analise
e possibilidade de automacdo?’. Nos imunossensores o antigeno ou anticorpo
€ imobilizado em uma superficie chamada de camada sensora a qual esta
conectada ao transdutor’. Este é responsavel por detectar as mudancas fisicas
ou quimicas na camada sensora ocasionada pela interacdo, de alta
especificidade e seletividade, entre o antigeno e anticorpo e transforma-la em
um sinal mensuravel. Do ponto de vista analitico, a formagdo do complexo
pode ser monitorada pelo método direto, ou seja, sem marcador ou pelo
meétodo indireto, o qual langa mao de um marcador e, esta tem sido a
estratégia mais utilizada. Tanto Ag ou Ac podem ser marcados, e quando isso

ocorre sdo denominados conjugados.

A maioria dos imunossensores desenvolvidos sdo baseados nos ensaios

do tipo competitivo ou sanduiche, quando aplicados a deteccdo de moléculas
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de baixa e alta massa molecular, respectivamente'®. Duas estratégias definem
0s ensaios competitivos: A primeira delas, o Ac imobilizado reage com Ag em
competigdo com o Ag* marcado, em geral a marcagao é feita com uma enzima
redox, portanto, a formacédo do complexo € monitorada pelo produto da reacao
da enzima com substrato, Figura 1.2 A ou a segunda estratégia o Ag
imobilizado compete com Ag livre pelo Ac* marcado Figura 1.2 D. Ambas

estratégias sao definidas como imunoensaio direto competitivo.

O segundo formato é o geralmente preferido, quando o anticorpo
conjugado com a enzima (Ac*) nado esta disponivel para o analito estudado.
Neste caso um Ac* secundario € usado como marcador do Ac primario e este

formato é conhecido com imunoensaio competitivo indireto, Figura 1.2 E.

Em um ensaio do tipo sanduiche, o Ac €& imobilizado sobre uma
superficie. O Ag, entdo, € adicionado a fim de que ocorra a formagédo do
complexo AcAg, depois um Ac* € adicionado, formando assim o complexo
AcAgAc*. Esse tipo de ensaio € o mais empregado em imunossensores

eletroquimicos.

Por fim, existe aquele em que a formacao do complexo é detectada de
forma direta ndo competitiva Figura 1.2 C e F. Nessa abordagem a simples
ligacdo entre o Ag e Ac é suficiente para detecta-la e quantifica-la. A
microbalanga de cristal de quartzo (QCM), a espectroscopia de impedancia
eletroquimica e a ressonéancia plasmoénica de superficie (SPR) sédo as técnicas

mais comuns utilizadas para a deteccdo, sem marcag¢ao, do imunocomplexo.
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Figura 1.2: Formatos dos imunoensaios. (Parte superior) anticorpo
imobilizado sobre o substrato: (A) ensaio direto competitivo usando antigeno
marcado com enzima, (B) ensaio tipo sanduiche com o anticorpo
marcado com enzima; (C) ensaio direto. (Parte inferior)
Antigeno imobilizado sobre o suporte: (D)ensaio competitivo direto
utilizando anticorpo primario marcado com enzima; (E)ensaio competitivo
indireto utilizando um  anticorpo secundario marcado com enzima.
(F) ensaio direto. No caso de immunossensores electroquimicos o suporte
€ um eletrodo de trabalho enquanto que para SPR e QCM o suporte € um chip
de ouro ouumcristal de quartzo, respectivamente. Para ensaios
competitivos e sanduiche (A, B, D), a marcagdao ndo é usada para medi¢des
em SPR e QCM"™.

1.3 Imunossensores Piezelétricos

Os imunossensores piezelétricos sdo uma classe de biossensores que

exploram a interagdo antigeno-anticorpo. Eles s&do geralmente muito



especificos e sensiveis, devido o alto reconhecimento molecular entre antigeno
e anticorpo combinado com a sensibilidade dos dispositivos piezelétricos®' 2.
Um grande numero de cristais apresenta propriedades piezelétricas, no
entanto, somente o quartzo possui combinagdo unica de propriedades:

mecanica, quimica, elétrica e térmica o que favorece sua comercializacdo?.

A piezeletricidade € uma propriedade de certos materiais reportada pela
primeira vez por Jacques e Pierre Currie em 1880%. Segundo eles, quando
uma deformacdo mecanica é aplicada sobre a superficie de varios cristais,
entre eles os cristais de quartzo, sais de Rochelle etc, proporcionam um
potencial elétrico nas faces opostas a deformagdo que € proporcional a
intensidade da forca aplicada. A propriedade s6 existe em materiais que nao
possuem eixo de simetria em sua estrutura cristalina. Assim, uma vez que o
cristal sofre uma deformacao mecanica, os atomos da rede cristalina se movem
gerando cargas na superficie do cristal devido aos dipolos resultantes.
Portanto, essa acéo ira criar cargas com diregdes dependentes das orientagdes
relativas dos dipolos do cristal. Por outro lado, quando um potencial elétrico é
aplicado através do cristal gera um deslocamento dos atomos do cristal e,
consequentemente, uma deformacdo mecanica denominada efeito piezelétrico

inverso?® 2,

Sendo assim, a aplicagdo de uma diferenca de potencial periddico no
cristal piezelétrico ou oscilador, resulta em uma deformagao elastica, o que
proporciona uma onda acustica através do cristal. O tipo de onda, transversal
ou longitudinal, depende da estrutura do cristal®?>. Desta forma, diferentes
dispositivos foram desenvolvidos baseados nas diferengas estruturais dos
materiais piezelétricos como: os osciladores de onda acustica estrutural (BAW
— "Bulk Acoustic Wave Resonators"), osciladores de onda acustica de
superficie (SAW — "Surface Acoustic Wave Resonators"), osciladores de onda
acustica em membranas flexiveis (FPW — "Flexural Plate Wave"), osciladores
de onda acustica em fibra (FAW — "Fibre Acoustic Wave"), osciladores de onda
acustica em tubo (TAW — "Tube Acoustic Wave") e dispositivos de onda
..)24_

acustica transversa (TWD - "Transverse Wave Devices Neste trabalho

serdo discutidos os osciladores de onda acustica estrutural (BAW) também



conhecidos como microbalanca de cristal de quartzo (QCM - quartz crystal

microbalance).

A microbalanga de cristal de quartzo consiste de um fino disco de
quartzo com dois eletrodos metalicos em cada lado do cristal. O eletrodo é
conectado a um circuito oscilador externo, responsavel por aplicar um potencial
elétrico no cristal, causando, assim, uma onda acustica transversa ou,

simplesmente, movimento vibracional no cristal®®

. A deformagdo mecanica
proporcionada pela aplicagao de potencial nas faces do cristal faz com que o
cristal oscile em sua frequéncia ressonante ou oscilacdo fundamental, por

exemplo, 5 MHz, a qual é dependente da sua espessura®.

Nos estudos de QCM, em geral, utiliza-se o corte com angulo de 35,25°
em relacdo ao eixo Z do cristal de quartzo denominado corte AT??. Nesse tipo
de corte a oscilagdo preferencial é o de cisalhamento, ou seja, uma
deformacéao sofrida por forcas cortantes. Outra caracteristica importante é que
esse corte exibe alta estabilidade na frequéncia de oscilacdo a temperatura

ambiente e, por isso, é o mais utilizado para fins de QCM?* %°.

A importancia da QCM como dispositivo analitico comegou depois dos
trabalhos de Sauerbery em 1959 equacao 3. Ele descobriu que a variagao da
frequéncia ressonante (Af) do cristal de quartzo era linearmente proporcional a
massa de um deposito sobre o eletrodo em fase gasosa ou no vacuo. Para
isso, o filme deveria ser totalmente distribuido sobre eletrodo e muito menor do
que a massa do cristal Af/f<< 1. Além de estar rigidamente acoplado, nao

sofrer friccdo ou deformac&o sobre o eletrodo durante a oscilagdo®.
Af=-C;Am  (3)

Af é o deslocamento da frequéncia, Am € a mudanga de massa por
unidade de area em g cm’ e C; é o fator de sensibilidade do cristal. Para um

cristal com corte AT de 5 MHz o valor de C; é de 17,7 Hzng” cm?.

Inicialmente, a técnica foi utilizada para monitorar crescimentos de
filmes, desenvolvimento de sensores para avaliar taxa de oxidacdo e de
sensores para adsorgdo de gas, todos eles em fase gasosa®’. A extensdo da
técnica para fase liquida, no entanto, era impossibilitada devido a falta de um

oscilador capaz de fazer com que o cristal oscilasse em liquidos, até que em
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1982, Nomura e Okuhara reportaram um circuito capaz de contornar as
barreiras existentes, assim, uma nova classe de ferramentas analiticas em fase
liquida foi iniciada?®.

Apesar dos avancgos tecnologicos dos osciladores e de metodologias
analiticas e bioanaliticas, os estudos de adsorcdo ou deposicao de filme,
interacao de biomolécula etc, ndo se ajustam completamente a equacao de

Sauerbrey?®"

. Isso se deve, principalmente, ao efeito combinado de adsorgéo
ou aprisionamento de agua entre as espécies adsorvidas e a caracteristica
viscoelastica de varios polimeros ou biomoléculas, os quais induzem a friccao
do depdsito sobre cristal levando amortecimento na oscilagdo do cristal.
Quando o amortecimento do filme depositado torna-se suficientemente grande,
a simples relagéo linear entre Af e Am ndo € mais valida. Tudo isso conduziu a
novas solugdes metodoldgicas para manter a técnica util na éarea de

sensoriamento.

Rodahl e colaboradores®’ desenvolveram um sistema capaz de obter
informacdes ndo somente da variacdo da frequéncia ressonante, mas também
a energia dissipada, D, do cristal causado pelo amortecimento na oscilagao por

um deposito viscoelastico além de teorias que ajustam a essa nova informagao.

O método baseia-se no registro do decaimento de oscilagdo de um
cristal livremente oscilante depois de uma rapida excitacdo ressonante, assim,
a amplitude de oscilacdo, A, decai como uma sendide exponencial amortecida
equacao 4.

A = Ao e sen(wt + @) + constante t 20 (4)
Onde t é a constante de tempo de decaimento e ¢ € angulo de fase. A

constante de decaimento esta relacionada com Dy (Dissipagao total) o qual é

inversamente proporcional ao tempo de decaimento equagao 5.
D 2 5
total — T ( )

Assim, pelo registro da amplitude de oscilagdo do cristal em funcédo do
tempo e por meio do ajuste da curva obtida com a equacao 4, ® e T podem

ser determinados. O fator de dissipacao pode, entdo, ser calculado a partir da
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equacao 5. A energia de dissipacao também é definida pela equagao 6. Em
que Eestocada € a energia estocada durante a oscilagdo do sistema e Egissipada € @
energia perdida durante um periodo de oscilagdo. Uma representacéo grafica
da dissipacédo de energia em relagdo ao tempo esta representada na Figura
1.3.

= Eestocado (6)
2mE gissipado

- Rigido
{ 54 ks . Viscoelastico

Tempo

Figura 1.3: Grafico da dissipacdo de energia de oscilagdo do cristal de
quartzo com depasito rigido e outro com depdsito viscoelastico.

Assim sendo, a microbalanga de cristal de quartzo com fator de
dissipacdo (QCM-D) pode monitorar de forma simultdnea f e D. Quando o
deposito é rigido o fator de dissipagdo de energia é pequeno, ou seja, O
decaimento da amplitude é suave, t grande. Por outro lado um depdésito
viscoelastico o fator de dissipagdo € grande, D > 1 x 10, o decaimento da

amplitude de oscilagado € mais acentuado, t pequeno Figura 1.3.

Dessa forma, Af e AD obtidos sao usados para calcular as propriedades
viscoelasticas do depésito baseado no modelo vicoelastico Kevin-Voigt®

equacgao 7.

G*=G+iG" (7)
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Em que G* é o modulo de cisalhamento complexo, G* € o modulo de
estocagem e G** é o modulo de perda. Um programa Q-Tools fornecido pela Q-
Sense, (Goteborg, Suécia)® interpreta os valores de Af e AD obtidos baseados

no modelo de Kevin-Voigt®?

, para estimar as propriedades viscoelasticas da
camada adsorvida sobre o cristal, assumindo que a cobertura € homogénea e

nao ha friccao entre o deposito e a superficie do eletrodo do cristal.

As propriedades viscoelasticas tal como: densidade, viscosidade,
elasticidade e espessura da camada sao correlacionadas com Af e AD obtidos
da QCM-D baseado no modelo de Kevin-Voigt®* de acordo com os estudos de
Voinova e colaboradores®. A relacéo da resposta da QCM-D e as propriedades

visocoelastica da camada adsorvida sdo apresentadas nas equacdes abaixo?”
29, 30, 33-35

1 2 2
af =g | 2 hapro - 2 (2) 222 @

2mpoho | 03 ni+ w?ng

S S n3)? _mw?
D [63 + 2h1(63) ](9)

fpoho ni+ w?n?

Nesta equacgdo po e hyp sdo a densidade e a espessura do cristal. nz € a
viscosidade do liquido, 63 é a profundidade de penetracdo da onda gerada pela
oscilacado do cristal no liquido e w é a frequéncia angular da oscilagao. Nesse
modelo a camada depositada ¢é representada por quatro paréametros:
Densidade (p1), viscosidade (n1 ), médulo de cisalhamento (u4) e espessura
(h¢). Para camadas protéicas em ambiente aquoso o valor de p1 é 1200 Kg m™

35

Além do modelo de Kevin-Voigt*

0 programa possui o modelo
Sauerbrey®?, o que permite relacionar os resultados entre os dois modelos a fim
de verificar se ha uma subestimagdo da massa calculada por Sauerbrey.
Quando as massas obtidas entre os dois modelos sao proximas podemos dizer
que o modelo de Sauerbrey estima bem as massas calculadas e, portanto, o
filme é rigido®’. Nesse contexto, os dados obtidos podem trazer informacdes
sobre as mudancas fisicas na superficie do eletrodo e podem ser usadas para
comparar diferentes superficies adaptadas para o desenvolvimento de

sensores. Portanto, a melhor estratégia para o desenvolvimento do sensor esta
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relacionada ndo s6 com a variagdo maxima frequéncia de ressonancia, mas

também com a menor variagéo no fator D.

1.3.1 Alcanotiois na constru¢do de imunoenssensores
baseados em QCM

Na secdo anterior foi descrito que os sensores a base de QCM é um
dispositivo sensivel a variagdo de massa sobre a superficie dos eletrodos do
cristal. No entanto, sua sensibilidade n&o é seletiva. Faz-se necessario,
portanto, a modificacdo dos eletrodos sobre o cristal a fim de imobilizar um

componente ou um biocomponente responsavel pela sensibilidade do ensaio.

Os alcanotidis ou mercaptanas sdo moléculas organicas bastante
apropriadas para esse fim e sdo conhecidas por formarem monocamadas auto-
organizadas sobre superficies metalicas (self assembly monolayer — SAM)*. O
grupo sulfeto ou dissulfeto (-SH; S-S) em uma das extremidades da molécula
adsorve quimicamente, por meio de adicdo oxidativa, em superficies metalicas
como Au, Ag, Cu e Pd formando tiolatos e gas hidrogénio de acordo com a
equacao quimica 10. Apos a adsorgao, as cadeias alquilicas desordenadas se
auto-organizam sobre o metal por meio de interagbes Van de Waals, de tal
forma que cada molécula forme um angulo de 30° com a superficie, Figura 1.4.
Assim, uma monocamada cerca de 1 a 3 nm de espessura, altamente

empacotada e de estrutura cristalina é formada®’.
R-SH(aq) + 2 Au(s) — R-S"AUAW + %2 Hy)

R-S-S-R(aq) + 4 Auis) — 2R-S"Au*Au’ (10)
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Figura 1.4: Representagdo esquematica da formagdo de uma
monocamada a partir de uma soluc&o de alcanotidis>®.

A imobilizacdo de biomoléculas sobre a monocamada, geralmente, é
realizada por intermédio de ligacdo covalente®**?. Os alcanotidis com grupo
carboxila sao mais utilizados porque formam uma ligacdo amida estavel com a
biomolécula. Contudo, uma ativagado do grupo carboxila é necessaria a fim de
aumentar o rendimento da reacdo®. Para esse proposito, utilizam-se dois
reagentes: 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e N-
hidroxisuccinimida (NHS). A reacdo com o primeiro deles forma um
intermediario o-aciluréia derivado da carbodiimida. Em seguida ocorre o ataque
nucleofilico do nitrogénio do grupo amino primario ao carbono da carbonila, o
que provoca a formacgao da ligagcdo amida com a saida do derivado de uréia
soluvel. Esse intermediario, no entanto, possui uma meia vida muito curta e, é
rapidamente hidrolisado ou sofre um rearranjo formando N-aciluréia. Esse
problema & contornado com uso de um segundo reativo NHS, o qual forma o
ester succinimida a partir o-aciluréia mais estavel, assim, a reagdo com o grupo

amino da proteina é mais eficiente,*® Figura 1.5.

Atualmente, utiliza-se para imobilizar biomoléculas uma mistura de tidis
com diferentes grupos terminais. Isso é possivel porque o tiol imobilizado

segue a proporgao estequiométrica em solucao®” **. A mistura é geralmente
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constituida de um tiol de cadeia longa com um grupo carboxila terminal onde a
biomolécula sera imobilizada, e outro de cadeia curta com grupo terminal e
fracdo molar diferente do primeiro, a fim de distanciar uma biomolécula da

outra, dessa forma, a biomolécula estara mais livre para interagir com o analito.

De um modo geral, as monocamadas baseadas em alcanotibis fornecem
uma superficie adequada para imobilizacdo de biomoléculas devido a sua
biocompatibilidade, facilidade de preparo e estabilidade. Além disso, seu alto
empacotamento favorece a formacdo de uma superficie rigida, caracteristica
basica para o desenvolvimento de immunoensaios baseados em QCM. Sendo
assim, varias estratégias foram desenvolvidas utilizando a QCM como

transdutor e alcanotidis para imobilizacdo de anticorpos ou antigenos*>®’.
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43
e NHS™.
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1.3.2 Formato dos imunoenssensores baseados em
QCM

O primeiro imunossensor baseado em QCM foi desenvolvido por Shons
e colaboradores em 1972%'. Os autores incorporaram um camada de Neybar C,
para imobilizar albumina de soro bovina (BSA) na superficie de um cristal de 9
MHz a fim de detectar anti-BSA em amostras liquidas. Os resultados em
termos de sensibilidade foram comparados com procedimentos convencionais
de aglutinagdo passiva para detectar anticorpos, com isto os autores

reduziram o tempo de analise de horas para minutos.

O formato desse imunoensaio foi denominado captura direta, devido a
auséncia de marcadores e anticorpos secundarios. Com 0s avangos na
metodologia, encorajados pelo trabalho pioneiro de Shons?', varios formatos de

imunoensaio foram desenvolvidos, os quais serao listados abaixo.
Captura direta:

O ensaio de captura direta sdo os formatos de imunoensaios
piezelétricos mais comuns, devido principalmente a auséncia de marcadores,
tempo de analise e sua simplicidade. Esse formato envolve a modificagdo da
superficie metalica com uma camada apropriada para a imobilizacdo do Ac ou
Ag. O cristal modificado com Ac ou Ag €, entdo, exposto a uma solugao
contendo o analito, o qual ira se ligar especificamente a superficie e causar
uma variacdo na frequéncia ressonante do cristal. Na maioria dos casos, a
mudanca da frequéncia é proporcional a massa adicionada e, assim, a

concentragao do analito Figura 1.2 C.

A principal desvantagem deste método € que a sensibilidade do ensaio &
totalmente dependente da massa do analito. Assim, a analise de analitos leves,

tais como farmacos, hormdnios e toxinas podem requerer outras abordagens.
Deslocamento:

O ensaio do tipo deslocamento é sempre usado em casos em que 0O
analito ndo tem massa adequada para causar mudanga significante na
frequéncia. O cristal € modificado com uma apropriada camada de imobilizagao

seguida pela adsorc¢ao do antigeno. O anticorpo € entao adicionado, o qual ira
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ligar especificamente ao antigeno imobilizado. O cristal preparado é exposto a
solugdo contendo o antigeno, assim, o anticorpo imobilizado que tem alta
afinidade pelo antigeno livre, ira deslocar-se da superficie causando um
aumento na frequéncia devido a diminuicdo de massa. Dessa forma, toda
mudanca de massa sera proporcional a concentracdo do analito em solugao.
Uma vez que o anticorpo, o qual tem massa significante, causa a variagao da
frequéncia, boa sensibilidade € sempre atingida mesmo com analitos de baixa
massa molecular, mais ainda, devido a saida do anticorpo da superficie esse
ensaio tem poucos problemas com relagao a ligagdes nao especificas. Assim, a
aplicacao desse ensaio em amostras reais estd menos sujeito a efeitos de

matriz, Figura 1.6.

h €
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Figura 1.6: Esquema do ensaio tipo deslocamento. O anticorpo
imobilizado € deslocado da superficie e se liga especificamente ao antigeno
livre em solucao resultando em um aumento da frequéncia.
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Ensaio com amplificagdo de massa:

Este procedimento envolve o uso de particulas de elevada massa, como:
AuNPs, ligadas ao anticorpo. A interagdo do analito com anticorpo modificado
produz uma Af muito maior do que o anticorpo ndo modificado. Dessa forma,
um ganho na resposta é observado devido ao consideravel aumento de massa

na superficie do cristal.

O ensaio pode ser realizado no modo competitivo Figura 1.7 A, neste
caso o anticorpo marcado compete entre antigeno imobilizado e em solugao, e
a resposta é inversamente proporcional a concentracdo do analito. Outra
maneira de se realizar o ensaio € o modo sanduiche Figura 1.7 B. Nesse
ensaio o anticorpo secundario € marcado e se ligara ao antigeno ligado ao
anticorpo primario. Em geral, utiliza-se como marcador particulas que tenham
densidade maior do que os agentes de ligagao e didametro entre 5 - 100 nm de
modo que ndo cause problemas espaciais de ligagdo. Assim sendo,
nanoparticulas de metais de transicdo ou polimeros de alta densidade sao

muito adequados para esse proposito.

Neste trabalho os estudos com QCM foram baseados no formato de

captura direta.

A

o o o

Cristal de Quartzo
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Figura 1.7: Esquema do ensaio com amplificacdo de massa. A) Ensaio
competivo B) Ensaio tipo sanduiche.

1.3.3 Revisdo bibliografica sobre imunossensores
baseados em QCM

De acordo com que foi apresentado até o momento, sera descrita abaixo
uma revisao dos principais trabalhos da ultima década sobre imunossensores
baseados em QCM.

Poitras e Tufenkji58 reportaram um biossensor para a deteccio de
Escherichia coli (E. coli) O157: H7 com a QCM-D em fluxo. A plataforma de
detecgcao foi fundamentada na imobilizacdo de anticorpos policlonais
purificados sobre cristais de quartzo com eletrodos de ouro via uma
monocamada auto-organizada de cistamina. Neste estudo, foram avaliados os
deslocamentos de f e D apos 60 min de injegdo de bactérias e as respectivas
inclinagbes das curvas no estado inicial da injecdo. O melhor resultado foi
obtido com a inclinagao inicial da curva das medidas de D, o qual apresentou
uma sensibilidade 3 x 10° CFU e uma regido linear de trabalho de 10° a 10°
CFU. A faixa linear de trabalho encontrado foi comparada com outros estudos
com QCM para detectar bactérias e seletividade satisfatéria foi demonstrada

frente a Bacillus subtilis Figura 1.8.
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Figura 1.8: (A) Representagdo esquematica da estratégia de
imobilizagdo do anticorpo sobre a monocamada de cistamina. (B)
Deslocamento de f e D em fungcdo do tempo apods injegcdes de diferentes
concentragdes de E. coli. (C) Curva de calibragéo utilizando a inclinagdo de D
como resposta analitica. (D) X representa a injecao de Bacillus subtilis, a qual
possui uma resposta analitica menor do que a resposta do sensor frente a
diferentes concentracdes de E. coli em diferentes circunstancias®.

Carrigan e colaboradores® desenvolveram um imunossensor
piezelétrico para detectar rhlL-1ra, um biomarcador para Sépsis (Infeccao
geral grave). Neste estudo os autores utilizaram polietilenoimina e
carboximetilcelulose para imobilizacdo de anticorpos contra rhiL—1ra. Os
anticorpos foram imobilizados diretamente sobre a superficie ou por meio da
proteina A de Staphylococcus aureus, uma proteina conhecida por ligar na
regidao fragmento constante do anticorpo de forma orientada. Os melhores
resultados foram obtidos com a imobilizagdo orientada do anticorpo e com a
utilizacdo do um anticorpo secundario, dessa forma, um limite de detecgao de
25 ng mL" e nenhuma adsorcdo inespecifica frente a albumina de soro

humana foram observados.

Um imunossensor piezelétrico, baseado na imobilizagdo anti-IgG de
coelho sobre mistura de alcanotidis e proteina A como agente de ligagao foi
desenvolvido por Briand e colaboradores**. As monocamadas consistiam de
acido mercaptoundecanoico (MUA) e 6 mercaptohexanol (MHO) ou MUA e

decanotidl, formadas sobre diferentes cristais. A superficie modificada com tidis
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de cadeia longa (MUA e decanotidl) apresentou uma estrutura mais ordenada e
cristalina; em contrapartida, com a mistura de cadeia curta uma superficie mais
desorganizada foi observada. Esse arranjo influenciou na imobilizagdo da
proteina A e, consequentemente, na ligagdo de anti-lgG. Os autores
concluiram que a superficie hidrofilica favorecia a ligacdo ordenada do
anticorpo, assim, a melhor superficie sensora para captura de IgG foi obtida
com a mistura de MUA e MHO Figura 1.9
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Figura 1.9: (A) Representagdo esquematica da estratégia de
imobilizagdo do anticorpo anti-IgG. (B) Resposta analitica frente a uma
concentracao fixa de IgG sobre imunossensor construido sobre MUA/MHO (a
esquerda) ou MUA/decanotidl (a direita). Passo 1: Formagdo da monocamada;
Pass4o4 2: imobilizagdo da Proteina A; Passo 3 e 4 bloqueio e imobilizagao anit-
lgG.

Em outro trabalho®®, De Palma e colaboradores desenvolveram um
imunossensor piezelétrico tipo sanduiche com particulas magnéticas como fase
de captura. O eletrodo do cristal de Ta,Os modificado com anticorpo S53 via
ciano silanos permitiu a deteccdo indireta de S100B8B3, um marcador para
acidente vascular cerebral. Os autores concluiram que a captura com
particulas magnéticas de 125 nm de didmetro modificadas com anticorpo S36
foram mais efetivas. Assim, um limite de deteccédo 0,2 nmolL™ em soro humano

e uma faixa de trabalho de duas décadas foram obtidos®.
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Li e colaboradores®" desenvolveram um imunoenssensor baseado em
QCM com nanoparticulas magnéticas para amplificar a detecgdo do virus
H5N1. Anticorpos policlonais contra os virus H5N1 foram imobilizados sobre a
superficie de ouro do cristal piezelétrico modificado com &acido
mercaptohexadecandico. O alvo, H5N1, foi capturado pelos anticorpos
imobilizados sobre o cristal. Em sequéncia, nanoparticulas magnéticas
modificadas com anti-H5 foram adicionadas para amplificar o sinal de
detecgao. Deste modo, o imunoensaio pdde detectar 0,0128 unidades H5N1
dentro de 2 horas e 0,128 unidade do virus em amostras de suabe traqueal,
além disso, o imunossensor foi seletivo frente a outros virus no caso H3N2,
H2N2 e H4NS.

Um ensaio para detectar troponina T (TnT) em soro humano utilizando
AuNPs imobilizadas sobre 1,6 hexanoditiol foi reportado por Fonseca e
colaboradores®®. Anti-troponina humana foi covalentemente imobilizada sobre
a superficie nanoestruturada via cistamina. Dessa forma, TnT foi capturado
sobre a superficie do cristal diretamente em solucdo. O imunossensor
piezelétrico apresentou uma faixa linear de trabalho de 0,003 a 0,5 ng mL™,
coeficiente de variacdo de 7% e um limite de deteccdo 0,0015 ng mL™, assim,

alta sensibilidade e reprodutividade do ensaio foram obtidos.

Finalmente, Tang e colaboradores®® utilizaram um imunossensor
piezéletrico baseado em nanofios de AuNPs para detectar carcinoma antigeno
125 (CA 125). Os nanofios foram construidos por meio da adsorgdo de 2-
aminoetanotiol (AET) sobre a superficie de ouro seguido pela formacgao do
complexo [AuCls]T com os grupos amino do AET. Em sequéncia, Au** foi
reduzidos com NaBH; formando os nanofios. Dessa forma, uma estrutura
tridimensional bem definida e de grande area superficial proporcionou maior
namero de anti-CA125 imobilizados sobre o eletrodo. O imunossensor foi
capaz de capturar diretamente em solugdo até 0,5 U mL™ de CA 125. Por fim,
recuperacao meédia de 103% foi obtida de amostras de soro humano fortificado
com 180 U mL™" de CA 125 Figura 1.10.
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Figura 1.10: (A) Representacdo esquematica da estratégia de
imobilizacdo do anticorpo. (B) Resposta e curva analitica frente a diferentes
concentragdes do analito. (C) AFM e MEV da superficie apés a modificagédo
com nanofios de ouro. ®

1.4 Imunoenssensores eletroquimicos

Os imunossensores eletroquimicos baseiam-se na utilizacdo de
transdutores eletroquimicos, os quais s&o, principalmente, tipo sanduiche. A
fundamental diferenca € que o complexo AcAgAc* esta sobre a superficie do
eletrodo e, portanto, o produto da reagdo enzimatica sera detectado por
técnicas eletroquimicas. As principais vantagens dessas técnicas sao o baixo
custo de instrumentacado, alta sensibilidade, facilidade de miniaturizacdo e
portabilidade ".

Entre as técnicas eletroquimicas utilizadas em imunoensaios, encontra-
se na literatura um vasto numero de trabalhos utilizando amperometria e

voltametria. Em um imunossensor deste tipo, a corrente é dependente da
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concentragdo, cuja medida é feita aplicando-se um potencial constante

(amperometria) ou variavel (voltametria) no eletrodo de trabalho.

Em um imunoenssensor convencional, depois da captura do alvo pelo
anticorpo primario imobilizado sobre a superficie do eletrodo, um anticorpo
secundario marcado com uma enzima € sequencialmente introduzido para
formar o complexo AcAgAc*. Na solugdo, o substrato enzimatico nao
eletroativo é convertido pela enzima em um produto eletroativo que é
quantitativamente detectado por um eletrodo, aplicando-se um potencial. As
correntes obtidas estao relacionadas com a quantidade de enzima, e por sua
vez estdo relacionadas com a concentragdo do analito. Enzimas como:
peroxidase de raiz forte (HRP), fosfatase alcanlina (ALP) e glicose oxidase

(GOD) sao as mais utilizadas como marcadores enzimaticos.

Nos ultimos anos, os grupos de pesquisas em imunossensores tém
desenvolvido novas estratégias de imunodeteccdo fundamentada nos avango
da ciéncia de materiais em especial os nanomateriais. Por exemplo,
nanoparticulas de ouro (AuNPs) foram utilizadas na modificagao de eletrodos a
fim de aumentar a transferéncia eletronica, nanoparticulas (NPs) tém sido
utilizadas como marcadoras em substituicdo as enzimas, ou ainda, como

carregadoras de enzimas.

Outra estratégia, acoplada a imunoensaios baseada em NPs, que vem
sendo utilizada é a separagdo imunomagnética. Fundamentada na reagéo
imunoldgica sobre um substrato com propriedades magnéticas, particulas
magnéticas (MBs) com didmetro que varia de nm até poucos um modificados
com anticorpos, tem contribuindo para aumentar a sensibilidade e robustez dos

métodos atuais detecgao.

Em suma, a revisdo da literatura do item seguinte discorrera sobre os
imunoensaios com nanoparticulas de ouro (AuNPs) como marcadores e MBs,
em sequencia, os ultimos avangos no que se refere a imunoensaios baseados

em AuNPs e MBs serao relatados.
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1.4.1 AuNPs como  marcadores redox em
imunoenssensores eletroquimicos e particulas magnéticas
(MBs).

A nanotecnologia refere-se a pesquisa e o desenvolvimento tecnoldgico
em escala atbmica, molecular e macromolecular, a qual conduziu a
manipulacdo controlada e estudos de estruturas e dispositivos em que pelo
menos uma dimensé&o esta na ordem de 1 a 100 nm. Objetos com essa escala,
tais como nanoparticulas, possuem novas propriedades e fungdes que diferem

marcadamente daqueles materiais em escala maior®’.

Nanoparticulas apresentam excelente compatibilidade com bimoléculas
além de possuirem propriedades unicas em nivel estrutural, eletrbnicas,
magnéticas, Opticas, cataliticas, elevada area superficial disponivel e facil
funcionalizacado, as quais fizeram delas marcadores adequados para detectar
interagcdes entre antigeno e anticorpo utilizando diversas técnicas como:
eletroquimica, microbalanca de cristal de quartzo e ressonancia plasmoénica de
superficie. Desde a antiguidade o homem tem conhecimento de materiais com
nanoparticulas e as nanoparticulas de ouro (AuNPs), utilizada na coloragéao de
vidros, foram objetos de estudos sistematicos a partir de 1857 com o trabalho

pioneiro de Faraday sobre a cor da suspens&o de ouro coloidal®.

AuNPs sdo suspensdes de particulas de tamanho sub-micrometrico
diluidas em algum solvente, geralmente agua. Essa suspensao tem
usualmente uma intensa cor vermelha quando as particulas s&o menores que
100 nm ou amarelo quando maiores que 100 nm®®. As AuNps podem ter uma
variedade de formas: esferas, discos, cubos, tridngulos e elipsoidal, as quais

s&o as mais freqlientemente observadas ® %,

Michael Faraday foi o primeiro cientista a atribuir a coloragdo vermelha a
suspensdo coloidal de ouro a particulas finamente divididas e a avaliagcéo
cientifica moderna das AuNPs ndo comecaram até o trabalho dele e outros
trabalhos pioneiros de Turkevich e Frens®. Desde entdo, varios trabalhos
foram® direcionados a fim de obter novas AuNPs com propriedades dpticas,

cataliticas e elétricas unicas com aplicagdes em varias areas do conhecimento.
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As propriedades intrinsecas das NPs sdo completamente dependentes
do tamanho, forma e cristalinidade, assim, suas caracteristicas sé&o
dependentes das condicdes de preparo’®. Para se ter AuNPs totalmente
compativeis com biomoléculas, elas sdo, em geral, modificadas com finas
camadas orgénicas”. Esta camada possui grupos funcionais que sao utilizadas
para imobilizar biomoléculas por meio de ligagao covalentemente ou interagdes
eletrostaticas.

O método de Turkevich®®

produz AuNPs monodispersas em solucio
aquosa de 20 nm a partir de ions Au** que s3o reduzidos a Au® na presenca de
citrato de sodio, o qual age como agente redutor e como camada de
revestimento. Dessa forma, atomos de ouro sdo formados até que a solugao se
torne supersaturada formando particulas sub-micrométricas. Essa metodologia

72-76

tem sido usada por varios trabalhos para formar AuNPs utilizadas como

marcadores de anticorpos em metaloimunoensaios.

Metaloimunoensaio sdo imunoensaios baseados na marcagao por um
metal, o qual foi utilizada pela primeira vez em 1970 por Cais e
colaboradores’’ com intuito de contornar os problemas associados com os
radiois6topos usados como marcadores. A marcagao baseada em metais pode
ser classificada de acordo com a natureza quimica, por exemplo,

organometalicos, metaloproteinas ou suspensdes coloidais metalicas.

Com relacdo a sua determinacao quantitativa, varias técnicas analiticas
sao adequadas para esse fim, por exemplo: espectroscopia de absorcio
atbmica, ressonancia plasmonica de superficie, microscopia de varredura,
espectroscopia de Raman e técnicas eletroquimicas como polarografia ou
voltametria. Metaloimunoensaio com deteccdo eletroquimica oferecem varias
vantagens devido ao pequeno volume utilizado nas analises, podem ser feitas
eventualmente em meios turvos, baixo custo de instrumentagcdo, alta

sensibilidade e portabilidade’.

Das aplicacbes de AuNPs em metaloimunoesaio destaca-se o estudo
efetuado por Murielle e colaboradores’’, cujo trabalho desenvolvido foi baseado
em um imunoenensaio eletroquimico utilizando AuNPs como marcador. As

nanoparticulas foram determinadas indiretamente por voltametria de
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redissolugdo anddica depois da dissolugdo oxidativa em meio acido (solugao
de HBr e Br;). O método foi avaliado por imunoensaio nao competitivo tipo
sanduiche Figura 1.11 para IgG, e uma concentragao tdo baixa quanto 3 x 10
2 mol L' foi determinada, o qual foi competitivo como os ensaios ELISA

colorimétrico ou com imunoensaios baseados em marcacao fluorescente.

- O O (X
Antibody Analito AuNPs Eletrodos

Anticorpo marcado com AuNPs W

M&M x ﬁgr‘ %TJ .

Anticorpo Dissolucdo oxidativa em Deteccéo por
imobilizado meio acido ASV

Figura 1.11: Representagcdo esquematica do ensaio ndo competitivo tipo
sanduiche utilizando AuNPs. (ASV) voltametria por redissolugao anddica. (W)
eletrodo de trabalho. 7’

A partir desse trabalho, varios estudos na literatura™ reportaram a
detecgao de ouro com dissolugdo em meio de HBr e Br,. No entanto, devido a

toxicidade da solugdo HBr e Br, Merkogi'®

e colaboradores desenvolveram
um ensaio para detectar AUNPs sem a necessidade de dissolugdo em meio

acido, o qual foi utilizado neste trabalho.

O ensaio baseou-se na adsorcdo de AuNPs sobre a superficie do
eletrodo seguido pela oxidagado eletroquimica em HCI 0,1 mol L™ a um potencial
de 1,25 V vs Ag/AgCl. Os ions tetracloroaurato gerados proximo a superficie do

|79

eletrodo foram detectados por voltametria de pulso diferencial’”. Desta forma,

um limite de 1,8 x10® AuNPs por mL nesse ensaio foi obtido Figura 1.12.

A deteccdo eletroquimica de AuNPs, em ensaios imunologicos,
combinada com particulas magnéticas (MBs) tem se mostrado muito util para a
detecgcdao de varios tipos de analitos. Isso se deve, principalmente, a
versatilidade, alta area superficial, estabilidade fisica e quimica, baixa

toxicidade e alta biocompatibilidade exibida pelas MBs®°.
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MBs consiste de um nucleo paramagnético ou superparamagnético com
uma camada externa polimérica adequada para imobilizagdo de biomoléculas.
O nudcleo magnético geralmente é formado por oxido de ferro, entre eles
magnetita (FesO4) ou maguemita (y Fez0s3), os quais se destacam pela

biocompatibilidade comprovada em biomarcago e bioseparagao®.

O desenvolvimento de coberturas para o nucleo magnético das MBs foi
necessario devido a algumas limitagdes das particulas, como: alta energia de
superficie que leva a agregagao, elevada atividade quimica que favorece a
oxidagdo, perdas das propriedades magnéticas e dispersabilidade quando
expostas ao ar e biodegradacdo com subsequente mudanga nas propriedades
magnéticas. Consequentemente, camadas protetoras, compostas
principalmente de agarose, celulose, silica, silicone, vidro poroso, mica ou
poliestireno foram desenvolvidas para proteger e preservar a estabilidade dos
oxidos de ferro das MBs. Essa camada também permite a posterior
modificagdo com varios tipos de moléculas e biomoléculas promovendo, assim,
as MBs como sendo elementos de reconhecimento em sensoriamento quimico
e bioquimico em diversas matrizes. Além disso, atualmente ha MBs
comercialmente disponiveis®' modificadas com biomoléculas o que permite o
uso delas em diferentes bioensaios. Assim, MBs funcionalizadas com
anticorpos, estreptavidina adequada para captura de biomoléculas biotiniladas,
proteina A ou proteina G as quais se ligam a anticorpos, oligonucleotides, ou

proteinas de afinidade podem ser compradas em diferentes companhias®'.

A modificagdo de MBs tem resultado em uma pratica importante do
ponto de vista analitico devido a varios fatores, como: tempo de reacgao curto
entre o analito dissolvido e biomolécula imobilizada na particula a qual é
favorecido pela facil dispersdo destas; facil miniaturizacdo do sistema
experimentado usando MBs como carreador em fase sélida; reducdo do
volume requerido de reagentes e produgcdo de dejetos e, finalmente, baixos

limites de deteccao e tempo de ensaio®.

Devido a todas essas propriedades, MBs constituem uma plataforma
atrativa para concepgao de biossensores eletroquimicos. Assim, combinada

com metaloimunoensaios, o método € visto como sendo de especial interesse
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para o futuro de aplicacbes em analise em campo, dado a robustez do sistema

eletroquimico e particularmente das NPs e MBs empregadas nos ensaios.

Adsor¢io de
AuNPs (OCP)

A

Oxudagén Eletroguimica

(+1.25 'V 120%)

A —
| Deteccao I

_ eletroguimica (VPD) 5 .
Aul Aur‘P‘“ MIIH MNH

_J/\_,

Figura 1.12: Protocolo eletroanalitico para detecgao por voltametria de
pulso diferencial de AuNPs sobre a superficie de um eletrodo. (OCP) potencial
de circuito aberto e (VPD) voltametria de pulso diferencial. ™

1.4.2 Revisdo bibliografica de imunossensores

eletroquimicos baseados em AuNPs e MBs.

As excelentes propriedades elétricas de AuNPs permitiram a sua
utilizacdo em biossensoriamento eletroquimico com baixos limites de deteccao
de proteinas. Por exemplo, Wang colaboradores® conseguiram aumentar o
desempenho de um imunossensor modificando eletroquimicamente a
superficie de carbono vitreo com aglomerado de nanoparticulas de ouro com
formato de espinhos, o qual serviu como substrato para imobilizar sondas
protéicas. Depois da captura do alvo e formado o complexo com o conjugado
Ac-HRP, o eletrodo foi imerso em solu¢cdo de hidroquinona para medidas
amperométricas. Na presenca de HRP e perdxido de hidrogénio a hidroquinona
€ convertida em benzoquinona, a qual por sua vez €& eletroquimicamente

reduzida na superficie do eletrodo. Os valores de corrente obtidos foram
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proporcionais a concentracdo do alvo capturado. Devido a excelente
condutividade e alta area superficial da superficie modificada o imunossensor
mostrou rapida resposta, larga faixa linear, boa reprodutilibidade e estabilidade
Figura 1.13.

A —< —<’>—‘~HRP Voltagem
Anti-lgG e BSA s _<.>_\HRP (HQ+H202)

IgG _<

S~ AuNPs e P —>—ure Sinal

BHEA

Figura 1.13: (A) Representagdo esquematica do imunoensaio
eletroquimico sobre a superficie do eletrodo. (B - C) Micrografia da superficie
modificada com AuNPs em diferentes escalas. %

Em outro trabalho, Wu e colaboradores®® desenvolveram um novo
imunossensor baseado na resposta eletroquimica direta de HRP para detectar
biomarcadores de cancer. O dispositivo sensor foi preparado por meio da
imobilizagdo do conjugado Ac-HRP com AuNPs em um eletrodo modificado
com biopolimero/sol-gel Figura 1.14. Apos a formagao do imunocomplexo a
resposta diminuiu devido o aumento do bloqueio e da impedéancia da superficie.
Em condi¢des otimas o método pdde detectar simultaneamente os antigenos
153, 125, 199 e carcinoembridnico na faixa de 0,084 a 16; 0,11 a 13 e 1,15 a
15U mL" € 0,16 a 9,2 ng mL" com tempo de deteccdo menor que 5 min e

limite de detecgao de 0,06; 0,03 e 0,10 U mL" e 0,04 ng mL'1, respectivamente.
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® AuNPs Ya. o - t Anticorpe marcado com HRP iﬁﬁéﬁi Antigenos
PBS S1 :sinal antes da incubagéo S2 : sinal depois da incubagio

Figura 1.14: Representagdo esquematica do arranjo de eletrodos e do
imunoensaio. a) folha de nylon, b) tinta de prata c) eletrodo auxiliar de grafite d)
eletrodo de referencia Ag/AgCl e) eletrodo de grafite f) isolante elétrico. &

Mao e colaboradores® desenvolveram um imunoensaio baseado em
AuNPs como marcadores e tiras cromatograficas (TC) de nitrocelulose, Figura
1.15. IgG de coelho e IgM humano fora utilizados com alvo modelo. A
estratégia foi formar o imunocomplexo AuNPs-anti-IgG/IgG/anti-lgG ou AuNPs-
anti-lgM/IgM/anti-IgM sobre TC, assim, nas zonas de teste onde o complexo foi
formado as NPs capturadas foram determinadas por voltametria de
redissolugdo anddica apdés a formacdo dos ions Au®** em HBR/Br, com
eletrodos de pasta de carbono. Dessa forma, limites de deteccao para IgG e
IgM de 1,0 e 1,5 ng mL™ e uma faixa liner de trabalho de 2,5 a 250 ng mL™,

foram obtidos.
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Figura 1.15: Representagdo esquematica do imunoensaio eletroquimico
baseado no teste imunocromatografico e AuNPs %

Rusling e colaboradores’ utilizaram um marcador hibrido para aumentar
a sensibilidade dos imunoensaios eletroquimicos. Utilizando o efeito combinado
da atividade eletrocatalitica de AuNPs e a utilizagdo de um marcador hibrido,
isto ¢, MBs modificado com Ac secundario (Ac;) e HRP (MBs/Ac,/HRP) em
uma razdo 1:120, foi possivel obter uma sensibilidade de 31,5 A mL ng™" e um
limite de detecgdo de 0,5 pg mL™"' para antigeno especifico da prostata (PSA)
em soro. O protocolo do imunoensaio consistiu Figura 1.16 na modificagéo da
superficie de carbono pirolitico com poli-dimetilalil amonio seguida da adsor¢ao
de AuNPs. Sobre esta superficie Ac primario (Ac4) foi imobilizado. A captura do

alvo foi realiza expondo Aci em soro contendo PSA, em sequéncia
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MBs/Ac,/HRP foi adicionado a fim de formar o complexo Acq/ MBs/Ac,/HRP,

neste caso as MBs serviram, exclusivamente, como carreadores protéicos.

MBs \\"”() Anticorpo secundario 1000

* HRP

— MBs, anticorpo e HRP 6004 10 pg/mL
1/nA PSA

2 5
-+PSA 1
0 0&5 Controles
- Anticorpo primario 200 10 L10
AuNPs J J } J\
a b
0 200 400 600 800 1000
Tempo/s

Aplicacdo de E Resposta

Figura 1.16: Representagdo esquematica do imunossensor e detecgao
amperométrica do alvo PSA. "

" desenvolveram uma nova

Escosura-Mufiiz e colaboradores’
estratégia para detectar AUNPs em imunoensaios eletroquimicos, a qual foi
baseada na evolugdo de Hyg) catalisada por AuNPs, Figura 1.17. Células
tumorais HMy2 linhagem B que expressam moléculas HLA-DR na superficie,
foram adsorvidas sobre eletrodos impressos de carbono por 24h a 37°C. O
imunocomplexo AuNPs-aDR/HLA-DR foi formado especificamente com a
células HMy2 depois de 30 min a 37 °C de incubagdo, em seguida, uma
aliquota de HCI 1mol L' foi adicionada a superficie do eletrodo.
Posteriormente, um potencial de pré-condicionamento foi aplicado e a resposta
analitica foi obtida apds da aplicacdo de um potencial de +1,35 V por 5 min.
Assim, os autores atingiram um limite de deteccdo de 4000 células e
reprodutibilidade com desvio padrdo relativo de 7%. Em outro trabalho’, os
autores reportaram um imunoensaio tipo sanduiche usando MBs como
plataforma de reagdo imunoldgica e AuNPs como marcador eletroativo para
detectar anticorpo anti-antigeno da superficie do virus da hepatite B (a-HBsAg).

A deteccdo eletroquimica de AuNPs foi também baseada na evolucdo de
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evolucdo Hz g em meio acido, sem dissolugéo previa de AuNPs Figura 1.18.
Os resultados obtidos foram promissores, segundo os autores, para um
sistema de biomonitoramento totalmente integrado, além disso, limite de
deteccdo em soro humano de 3 mlU mL" para a-HBsAg e coeficiente de

correlagédo com método padrao de 6,5 % foram obtidos.

/ b c d
e
> B 2H* H,
= I 4
b’ ¢

Figura 1.17: Células tumorais linhagem HMy2 que expressam moléculas
HLA-DR na superficie comparado com uma linhagem que é negativo para o
marcador AuNPs-oDR. a célula alvo positivo, a’ célula alvo negativo.
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Figura 1.18: A) Representagdo esquematica do procedimento
experimental realizado. HBsAg capturado na superficie das MBs, incubagéo
com soro humano contendo anticorpos IgG a-HBsAg e reconhecimento com
AuNPs conjugado com anticorpos de cabra IgG a- humano. B) Esquema do
procedimento de detecgdo baseada nas propriedades eletrocataliticas de
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geracdo de hidrogénio. C) Respostas amperométricas para diferentes
concentragbes do alvo e D) Curva analitica obtida a partir dos valores de
corrente em C. "

Nossa intengdo nesta revisdao bibliografica foi mostrar as novas
estratégias desenvolvidas nos ultimos anos utilizando AuNPs e MBs, seja
combinado ou ndo, para detectar diferentes alvos. A principal importancia
dessas metodologias sdo os baixos limites de detecgao, alta sensibilidade e
especificidade alcangadas nos ensaios. Além disso, sistemas mais robustos
sao desenvolvidos quando sdo combinados, detecgao eletroquimica, AuNPs e
MBs. Dessa forma, o emprego de AuNPs e MBs no desenvolvimento de
dispositivos € de fundamental importancia, no que se refere a aplicagdao em

amostras reais e analise em campo.
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1.5 Objetivos

O objetivo deste trabalho foi desenvolver dois tipos de imunossensores
aplicados em amostras de interesse agronémico e de saude. Para tanto seréo
estudados um imunossensor piezelétrico para detectar uma cisteino peptidase
produzida pela Xanthomonas citri subsp. citri (CPXaC) utilizando um anticorpo
policlonal anti-CPXaC, obtido em coelho, imobilizado sobre monocamadas
auto-organizadas. Adicionalmente foi investigado um imunossensor para
detectar Salmonela em leite utilizando nanoparticulas de ouro como marcador
eletroquimico e particulas magnéticas para a fase de separagcdao e pré-

concentracao.

38



Procedimento Experimental
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2. Procedimento Experimental

2.1 Instrumentacéo

Microbalanga de Cristal de Quartzo

O ressonador utilizado foi um cristal de quartzo com corte do tipo AT de
16 mm de didmetro (Q-Sense, Suécia) com frequéncia fundamental de
oscilagédo de 5 MHz e C; de 17,7 Hz ng' cm™ que continha em um dos lados
da superficie um filme de ouro polido de 100 nm de espessura. As medidas
foram feitas em uma microbalanga de cristal de quartzo Q-SENSE E4 (Suécia)
utilizando uma bomba peristaltica ISMATEC IPC (Suiga).

PM-IRRAS

Medidas de espectroscopia de absorcdo e reflexdo no infravermelho
com polarizagdo modulada (PM-IRRAS) foram realizadas com um
espectrofotdmetro KSV PMI 550 (KSV instrument Ltd, Helsinki, Finlandia).

Angulo de Contato

Para as medidas de angulo de contato foi utilizado um equipamento da
KSV modelo CAM 101 equipado com uma camera CCD (KGV-5000). Os
valores de angulo de contato foram calculados com um programa propio (KSV
CAM 2008) do equipamento.

Voltametria de pulso diferencial

Os experimentos eletroquimicos foram realizados usando um
potenciostato Autolab 20 (Eco-Chemie, Holanda) conectado a um computador
pessoal utilizando um pacote de software GPS 4.9 (General Purpose sistema

eletroquimico).
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Caracterizacao por microscopia eletronica

Imagens foram obtidas com Microscépio eletrbnico de transmissao
(MET) Jeol JEM-2011 (Jeol Ltd, Japdo) e com Microscopia eletronica de

varredura de alta resolugao (MEV-FE) (Merlin, Carl Zeiss).

2.2 Materiais e Métodos

Acido 11-mercaptoundecandico (MUA), 6-mercapto-1-hexanol (MHO),
dicloridrato de cistamina (Cist), etanolamina, Tween-20°, N-(3-
dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida (EDC), N-hidroxisuccinimida (NHS),
acido 4-morfolino etanosulfénico (MES) e albumina de soro bovina 99% foram
da Sigma (USA). Leite desnatado (Molico, Néstle) foi adquerido no comércio
local. Hidrogeno fosfato de sodio (NaHPO,), dihidrogénio fosfato de sddico
(NaH2PQ,), cloreto de sédio (NaCl) cloreto de potassio (KCI) foram obtidos da
J. T. Baker (USA).

Esferas magnéticas modificadas com o anticorpo policlonal primario
anti-Salmonela MBs-SAc (Prod. N °© 710,02) foram adquiridas da Dynal Biotech
ASA (Oslo, Noruega) e anticorpo policlonal secundario anti-Salmonela
produzido em coelho (Prod. N ° 01.91.99) foi da Biogen Cientifica (Madrid,
Espanha). Salmonela enterica subsp. enterica serovar Typhimurium LT2
(CECT 722T) e Escherichia coli K-12 (CECT 433) foram adquiridos a partir de
estirpes "Coleccion Espaniola de Cultivo Tipo (CECT)", HAuCl4 « 3H20, 99,9 %,
citrato trissodico e borato de sdédio foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO).

Os tampdes foram preparados em agua deionizada: tampao PBS pH 7,2
10 mmol L' com 2,7 mmol L™ de KCI, e 137 mmolL™" de NaCl; tampao PBST
(PBS, pH 7,2 tamp&o com Tween 20% (m / v)). Tamp&o borato de sddio 50
mmol L™’ pH 9,0.

As amostras, para analise em MEV, foram preparadas usando
glutaraldeido e hexametildissilazano (HMDS) da Sigma-Aldrich (Espanha).

Todas as solugdes usadas nos procedimentos analiticos foram preparadas com
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agua deionizada obtidias em um sistema de purificagdo Milli-Q da Millipore
(USA).

Para os estudos de voltametria de pulso diferencial foram utilizado
eletrodos serigrafados de carbono constituidos de: eletrodo de trabalho,
eletrodo de referéncia e contra eletrodo. O tamanho total do sensor era de 29
mm x 6,7 mm e o eletrodo de trabalho de 3 mm de diametro fabricado em uma
maquina de serigrafia semi - automatica DEK248 (DEK International,
Switzerland). Foram utilizados para este processo uma folha de poliéster
Autostat HT5 (McDermid Autype, UK), tinta de carbono Electrodag 423SS, tinta
de Ag/AgCl Electrodag 6037SS e tinta isolante 7000 Minico (Acheson
Industries, The Netherlands). Foram trés as etapas para fabricacdo do SPCE:
Primeira, a camada de grafite foi impressa sobre a folha de poliéster, utilizando
a maquina de serigrafia. Depois a superficie foi curada por 15 min a 95°C e
uma camada de prata e cloreto de prata (Ag/AgCl) foi impressa e curada por 15

min a 95 °C. Por fim, a tinta isolante foi impressa e curada a 95 °C por 20 min.

Um ima (3 milimetros de didametro,) também foi utilizado para acumular o
complexo MBs-SAc/S/SAc-AuNPs sobre o eletrodo de trabalho durante as

medicdes eletroquimicas.
2.2.1 Limpeza dos Cristais

Antes dos experimentos os cristais de quartzo foram limpos com uma
solugéo piranha recém preparada com H,SO4 (concentrado):H,O2 30% 3:1 (V /
V), por 1 min. Depois foram lavados com agua destilada e secos mediante

aplicagao de fluxo de ar.
2.2.2 Proteina recombinante e anticorpo policlonal

A proteina recombinante e o articorpo policlonal utilizados foram
fornecidos pelo professor Flavio Henrique Silva do departamento de Genética e
Evolucdo. As metodologias utilizadas, para expressao da proteina e produgao

dos anticorpos, foram descritas a seguir.

A regido de codificagdo para a cisteino peptidase foi amplificado

porreagdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando DNA extraido
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de X. citricomo Xac_EcoRI F: 5CGGAATTCCATGAACACGCACCGTTCGC
TC3' e Xac Xbal_R: 5'CTCTAGAGCGTACACCACGTCGGCGCCGAT 3
concebido com base na sequéncia depositada no GenBank (numero Adesé&o
AE011926). O produto de PCR foi purificado e digerido com as enzimas de
restricdo EcoRI e Xbal (sitios sublinhados) e o fragmento foi ligado ao vetor de
expressao pPICZaC (Invitrogen), previamente digerido comas mesmas
enzimas. O clone recombinante foi linearizado com a enzima de restricdo Pmel
e o DNA foi transformado em cepa de células de Pichia pastoris (KM71H) por
electroporacdo. O clone KM71HHISCPXaC foi selecionado, cultivado e
induzido a expressado de acordo com o manual do Kit Expression EasySelect
Pichia (Invitrogen). O sobrenadante contendo a proteina secretada HISC
PXaC foi purificado por cromatografia de afinidade em coluna de niquel Ni-

NTA superfluxo (Qiagen).

A producdo do anticorpo policlonal anti-CPXaC em Oryctolagus
cuniculus (coelho) foi realizada com modificacdes do protocolo padrdo.®®
Resumidamente, a primeira imunizagao foi realizadacom a inoculagao
subcutdnea de 100 ugda proteinarecombinante purificada, juntamente
com adjuvante completo de Freund. Apds 7 dias, 14 e 21, as inoculagdes
subcuténeas novas foram feitas com 50ug de CPXaCem combinagao
com adjuvante incompleto de Freund. Apos 31 dias, 50mL de sangue
intracardiaco foi recolhido , centrifugado a 4000 rpm, e o soro foi separado e
armazenado a 4°C. A purificagdo da fragédo IgG do anticorpo policlonal foi
realizada utilizandouma coluna cromatografica de Adsorcdo Tiofilica
(Clontech). O anticorpo policlonal foi, entdo, dialisada e quantificados com
o Protein Assay Kit BCA (Pierce).

2.2.3 Cepas bacterianas, preparagdo de inoculos

Culturas de Escherichia e Salmonela liofilizadas foram reavivadas em triptona
Soy Broth (TSB, Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire, Reino Unido). As culturas
de reserva de ambas as estirpes foram preparadas em agar de soja triptica

(Oxoid), incubadas a 37 °C durante 24 h, e armazenadas a 4 ° C durante um
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tempo maximo de 9 semanas. As culturas de reserva foram subcultivadas em
10 mL de caldo de soja triptica (TSB) e incubadas a 37 °C durante 20 h. Apds a
incubacdo, o caldo foi espalhado com algca descartavel em placas de TSA
(Trypticase Soy Agar), sendo as mesmas incubadas a 37 °C durante 20 a 24 h.
Subsequentemente, as suspensdes de células foram preparadas em 10 mL de
PBST para se obter 10%°-10%° CFU mL™. Os tubos foram colocados em um
banho de agua a 100 °C durante 15 min e foram arrefecidos até a temperatura
ambiente antes do teste imunoldgico. Para determinar a concentragdo de
células antes do tratamento térmico, diluigdes foram preparadas em agua
peptona tamponada (Oxoid). Subsequentemente, 1 mL destas diluicbes foi

colocado para duplicar em TSA (Oxoid) e incubados a 37 °C durante 24 h.

2.2.4 Sintese de nanoparticulas de ouro (AuNPs)

A sintese Turkevich leva a produgcdao AuNPs de 20 nm e foi utilizada
neste trabalho. Primeiro, uma solugédo de 0,510 mL HAuCls (1% m / v) em 49,0
mL agua Milli-Q foi aquecida a 150 ° C e agitou-se. Quando a solugéo estava a
ferver, 5 mL de citrato de sodio (40 mmol L) foram adicionados rapidamente.
Nos proximos 10 min de aquecimento e agitagao a solugdo mudou de cor de
amarelo para vermelho palido, a qual foi agitada durante mais 15 mina 25 ° C
e apos esta etapa, as AuNPs estavam prontas para serem usadas. AuNPs

foram protegidas da luz e armazenadas a 4 °C%.

2.2.5 Avaliaggo de AuNPs por MET

As analises por MET das nanoparticulas de ouro foram feitas depois da
adicdo de 4 pL da solugcao de AuNPs sobre um disco de cobre. As amostras
foram secas a temperatura ambiente por 2 horas. Imagens obtidas foram
analisadas em um programa livre de imagens, que permitiu medir o tamanho

das nanoparticulas.
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2.2.6 Imobilizagéo de anti-CPXaC sobre os cristais de quartzo

Para imobilizagdo de anti-CPXaC sobre a superficie de ouro dos cristais
de quartzo, foram utilizadas trés estratégias, Figura 3.1. Estratégia de
Imobilizagado 1 (Im-1): Os cristais de quartzo foram imersos em uma solugao
1,0 x 102 mol L de acido 11-mercaptoundecansdico em etanol por 12 h a
temperatura ambiente. Apos esse tempo, os cristais foram lavados com etanol
e em agua ultra pura. Os grupos carboxila sobre a superficie do cristal
modificado foram ativados utilizando uma solugéo de 200 mmolL™" de EDC e 50
mmolL”" de NHS em 0,1 molL" de MES pH 6,5 por 1 h a temperatura
ambiente. Em seguida, as superficies foram lavadas com tampao PBS pH 7,2
e secas com jato de Ny e incubadas em uma solugdo com 86 ug mL™" da anti-
CPXaC em PBS por 2 h a 4 °C para formar ligagao amida entre a superficie
ativada e os grupos amino do anticorpo. Apds esse tempo, os cristais foram
lavados com PBS com 0,01% de Tween 20° (PBST) e adicionou-se 100 uL de
etanolamina 100 mmolL™ em PBS pH 7,2 por 30 min para desativar os grupos
carboxila ativado com EDC/NHS. Por fim, o cristal modificado foi exposto a
uma solugao 0,01% de leite desnatado por 30 min para bloquear as ligagdes
n&o especificas, em seguida o cristal foi lavado com PBST, seco e estocado a
4 °C.

Procedimento de imobilizagdo 2 (Im-2): Neste ensaio, o cristal de
quartzo foi modificado com uma mistura de MUA e MHO. Para isto, 0 mesmo
procedimento descrito em Im-1 foi usado com excecao da solugao formadora
da monocamada, a qual foi uma solucéo etandlica de MUA 1,0 x 102 mol L™ e
1,0 x 10 de MHO.

O procedimento de imobilizacdo 3 (Im-3) consistiu na modificagdo do
cristal de quartzo com Cistamina. Uma solugdo aquosa com 1,0 x 102 mol L™
Cist foi colocada sobre a superficie de ouro do cristal por 12 h a temperatura
ambiente. Depois da lavagem uma solugdo contendo 86 ug mL" da anti-
CPXaC, 200 mmol L de EDC e 50 mmolL™ de NHS em PBS foi adicionada e
mantida por 2h a 4°C 8 Em seguida, como acima descrito, o cristal foi lavado
com PBST, tratado com etanolamina e leite desnatado, lavado com PBS, seco

e estocado a 4 °C.
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2.2.7 Conjugagédo de anticorpos anti-Salmonela secundario

com AuNPs

Primeiro, 100 pL de anti-Salmonela secundario (SAc) (1mg mL™") foi
adicionado com agitacdo suave em 1,5 mL de suspensdo de ouro coloidal com
pH ajustado para 9,0 utilizando tampao de borato 50 mM. Este foi incubado
durante 20 min a 25 ° C a 650 rpm e, depois disso, 100 uL de BSA a 5% (em
agua Milli-Q) foi adicionado e incubado novamente durante 20 min a 25 °C a
650 rpm. Finalmente, a suspensao de SAc-AuNP foi centrifugada durante 20
min a 14.000 rpm a 4 °C e suspenso em 1,5 mL em PBS com BSA 0,3% de

acordo com a otimizacao do processo de imunoensaio explicado abaixo.

2.2.8 Preparagdo das amostras MBs-SAc e MBs-SAc / S para
MEV

Apods a incubacdo de bactérias com MBs-SAc, como descrito no item
2.2.10, a MBs-SAc / S foi mantida em suspensao em PBS e tratadas com
solugédo de glutaraldeido, depois com etanol e ressuspensao em solugao
HMDS. Este protocolo é bem adequado para a fixacdo das bactérias em
suspensao. Micrografias foram adquiridas apds adi¢do de 4 yL de amostra em

um suporte de SiO, 0,5 x 0,5mm.

2.2. 9 Imunosenssor piezelétrico

O imunosenssor piezelétrico foi realizado por adicdo em fluxo de
diferentes concentragcées da CPXaC em PBS sobre o cristal modificado com
anti-CPXaC oscilando na sua frequéncia fundamental. Apds observar a queda

da frequéncia esperou-se a sua estabilizagcdo e deixou o sistema em repouso
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por 30 min parando o fluxo. Em sequéncia, o fluxo foi religado para lavagem da

superficie.

2.2.10 Magneto-imunoensaio

O magneto-imunoensaio (representacao esquematica na Figura 3.10
A) foi realizado por mistura de 500 uL de solugdo de diferentes CFUs de
Salmonela mortas (diluida em PBST em tubos Eppendorf de 1,5 mL) com 10
ML MBs-SAc. A mistura foi incubada durante 30 min a 25 °C com 700 rpm para
formar a MBs-SAc / S magneto-imunoconjugado. Apds isto, a MBs-SAc / S foi
separada a partir do sobrenadante, colocando os tubos eppendorf em um
separador magnético durante 3 min e, em seguida, o sobrenadante foi
descartado. A etapa de lavagem foi realizada durante 2 min com PBST a 25 °C
(700 rpm) e MBs-SAc / S foram separados a partir do sobrenadante. Depois de
duas etapas de lavagem, a MBs-SAc / S magneto-imunoconjugado foi
ressuspenso com 140 uL de AuNPs modificados com anticorpo (SAc-AuNPs) e
incubadas durante 35 min a 25 °C e 700 rpm. Em seguida, MBs-SAc/S/SAc-
AuNPs formado foi separada magneticamente de novo, e lavados duas vezes
como antes. Finalmente, MBs-SAc/S/SAc-AuNPs foi ressuspenso em 150 uL

de PBS e usadas para analise eletroquimica.

2.2.11 Medidas de QCM e eletroquimicas

CPXaC foi detectada por QCM apds sua adicdo na célula, contendo o
cristal modificado com anti-CPXaC sob fluxo de PBS a uma velocidade de 200
uL min™ a 25 °C. Os valores de frequéncia e dissipacdo de energia foram
monitorados no 3° harmonico.

O MBs-SAc/S/SAc-AuNPs foi detectado usando SPCEs e a deteccao
eletroquimica foi baseada no sinal do marcador AuNPs (ver figura
esquematica 3.10 B). Uma aliquota de 25 uL de MBs-SAc/S/SAc-AuNPs e 25

uL de HCI 0,2 molL™ foi adicionada a superficie SPCE ao aplicar um campo
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magnético abaixo do SPCE. A deteccgéo eletroquimica foi realizada com os
parametros anteriormente otimizados por Ambrosi e colaboradores: Primeiro
aplicou-se um potencial fixo de 1,25 V por 120 s. Imediatamente apds a
oxidacdo eletroquimica, os ifons Au®*" gerados foram determinados por
voltametria de pulso diferencial na faixa de 1,25 a 0V a 33,5 mV s (largura de
pulso 10 mV e amplitude de 50 mV). O que resultou em um sinal analitico

devido a redugao dos ions Au*".
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3. Resultados e Discussao
3.1 Imunossensor Piezelétrico

3.1.1 Imobilizagdo do anticorpo anti-CPXaC sobre o

cristal de quartzo

As trés estratégias para imobilizagdo da anti-CPXaC foram avaliadas por
adicdo de CPXaC ao cristal de quartzo modificado e monitorando a variagao da
frequéncia ressonante Af e fator de dissipagao de energia AD em tempo real.
Nesse caso o cristal modificado foi colocado dentro de uma célula sob fluxo de
PBS. ApdOs a estabilizacdo da frequéncia CPXaC foi adicionada em PBS, a
Figura 3.2 (A e B) mostra a variagao da frequéncia ressonante e dissipagao de
energia em funcdo do tempo antes e apds a injecdo de 645x10° mol L™ de
CPXaC em diferentes cristais modificados com anti-CPXaC (Im-1, Im-2 e Im-3).
Como pode ser visto, quando CPXaC foi adicionada uma diminuicdo da
frequéncia ressonante foi observada em todos os cristais modificados e esta
diminuicdo esta relacionada com o processo de interagdo antigeno e

anticorpo.

Maior diminuigdo na frequéncia ressonante foi observada em cristais
modificados com MUA/MHO (Im-2) e MUA (Im-1), no entanto, menor variagéo
na frequéncia ressonante foi observada para o método de imobilizacdo Im-3, o

qual consistia de cistamina e anti-CPXaC modificado com EDC/NHS.
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Figura 3.1: Esquema (fora de escala) do procedimento de
imobilizacdo: Im-1 O cristal de quartzo foi modificado com MUA, depois a
ativagdo do grupo carboxila com EDC /NHS seguida da imobilizagdo dos
anticorpos policlonais anti-CPXaC via ligagao amida. Desativagdo dos grupos
ésteres remanescentes com etanolamina e bloqueio da superficie com leite
desnatado. Im-2 O cristal de quartzo foi modificado com a mistura de MUA e
MHO. As etapas que seguiram foram as mesmas em Im-1. Im-3 O cristal de
quartzo foi modificado com cistamina, em sequéncia, uma aliquota de solugao
anti-CPXaC e EDC/NHS foi adicionada sobre a superficie. As proximas etapas
foram de acordo com Im-1 e 2. Outras informagdes como descrito no texto.

A imobilizacdo usando uma mistura de MUA e MHO foi utilizada com
objetivo de criar regides na superficie do cristal sem anticorpo imobilizado
devido a presenga de tiol de cadeia curta com grupo terminal hidroxila (OH).
Assim, a presenga de MHO diminui o efeito do impedimento histérico do
anticorpo imobilizado sobre o cristal, o deixando mais livre para interacao
antigeno e anticorpo sobre cristal, o que proporciona uma interagao mais
efetiva e consequentemente maior resposta analitica®. Comparando os
procedimentos de imobilizagdo com ou sem MHO (Im-1 ou Im-2) Figura 3.2
(A), pode-se observar, com a presenga do MHO, um deslocamento na
frequéncia ressonante por volta de 70% maior do que obtido em Im-1. Isto
sugere uma melhor eficiéncia a interagdo antigeno e anticorpo sobre Im-2.
Entretanto, o cristal modificado por Im-3 mostrou menor deslocamento da
frequéncia ressonante entre os métodos de imobilizagédo utilizados. Sugerimos
que isso ocorreu devido a modificagdo da regidao Fab pelo tratamento do

anticorpo com EDC/NHS, uma vez que, mais de uma grupo carboxila pode ser
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ativado. Dessa forma o grupo ativado pode se ligar com grupo amino presente
de um outro anticorpo em solugdo conduzindo a formacdo de um filme que
limita a acessibilidade da regido Fab do anticorpo. Por outro lado, Im-3 mostrou
menor variagao na dissipagao de energia AD quando CPXaC foi adicionada na
célula. O cristal modificado por Im-3 apresentou um AD de 0,1 x 10 seguido
por 0,93 x 10° para Im-1 e 3,8 x 10°° para Im-2 Figura 3.2 (B).
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Figura 3.2: Variacdo em tempo real Af(A) e AD (B) quando 645x10°
mol L' CPXaC foi adicionado dentro da célula da QCM-D (C) AD vs Af depois
da adicdo de 645x10™° mol L' CPXaC obtidos de (A) e (B). O imunossensor
piezelétrico foi construido usando trés diferentes procedimentos de
imobilizacdo Im - 1 sobre MUA, Im - 2 sobre MUA/MHO e Im — 3 sobre Cist.

52



A pequena variagdo de AD para o sensor modificado por Im-3 indica
que a interagdo antigeno-anticorpo sobre esta superficie forma um filme
protéico rigido. No entanto, as interagdes antigeno-anticorpo sobre Im-1 e Im-2
mostraram um AD maior do que a reag¢ao sobre Im-3 isto sugere uma mudanga
nas propriedades viscoelasticas do filme protéico.® ®. A Figura 3.2 (C)
representa AD em funcdo de Af obtidos a partir da Figura 3.2 (A e B). A
inclinagcao, K, indica processos cinéticos com diferentes tempos de relaxacao
% Como pode ser visto o imunossensor construido usando diferentes
estratégias de imobilizagcdo mostraram distintos processos cinéticos com trés,
dois e uma inclinagao para Im-2, Im-1 e Im-3 respectivamente Tabela 3.1. Em
todos os casos K4 foram pequenos e similares, isso sugere, entdo, que a
cinética da interagao antigeno-anticorpo é rapida e conduziu, dessa forma, a
um aumento de massa do filme protéico rigido, conferido pela pequena
variagao de AD.

Tabela 3.1: Valores de AD/Af para interagdo antigeno anticorpo sobre
diferentes camadas de imobilizacio.

Camadas de imobilizacao

ADIAF(10° HZ ) Cyst MUA MUA/MHO
K, 0,07 0,05 0,08
K, - 0,17 0,28
K, - - 0,41

O sensor desenvolvido por Im-3 apresentou somente uma inclinagao Kj,
0 qual esta associado com a interagcao CPXaC e anti-CPXaC com praticamente
nenhuma variagdo na propriedade viscoelastica do filme. Além disso, essa
pequena inclinagido indica uma boa correlacdo entre Af e a massa adsorvida

sobre a superficie, portanto, de acordo com a equacdo de Sauerbrey.
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Contudo, Af obtido com a reagao sobre Im - 3 foi pequeno para os propdsitos

analiticos.

As reacgdes sobre os cristais modificados por Im - 1 e Im - 2 mostraram
valores de Ky muito parecidos, e por outro lado K, bem diferentes. Ambos os
sensores modificados quando submetidos a reagdo com a CPXaC mostraram
pequenos valores de K;, contudo a reagdo sobre Im - 2 AD/Af muda
rapidamente para altos valores de K; e quando Af atinge 10 Hz uma nova
inclinagao surge Ks, a qual sugere mudangas na conformacgao do filme protéico
apos a interagdo antigeno-anticorpo. Embora a interacdo antigeno-anticorpo
sobre Im - 2 tenha mostrado maior Af, portanto, adequado para o propésito
analitico, Af nao pode ser completamente relacionado com a adsor¢céo de
massa, devido aos altos valores de AD. Os altos valores de K podem estar
relacionados com mudancas de conformagdao do filme protéico apdés a
interagdo antigeno-anticorpo ou aprisionamento de agua. No entanto, o sensor
construido por Im -1 apresentou menor valor de K indicando que um filme mais
rigido e compacto com bom Af para o propdsito analitico é formado e, assim,
pode ser usado para monitorar a interagdo antigeno-anticorpo. Por tudo isso,

0s proximos estudos foram realizados com Im - 1.
3.1.2 Caracterizacao do imunossensor

Apos avaliar o melhor procedimento para imobilizar anti-CPXaC de
forma a obter a maior variagcao de frequéncia bem como menor dissipacao de
energia frente a reagdo com CPXaC, a imobilizagdo do anticorpo sobre a
monocamada foi caracterizada por angulo de contato, Af em tempo real para
cada etapa de imobilizagcdo (Im — 1) e espectroscopia de absorgéo e
reflexdo no infravermelho com polarizagao modulada (PM-IRRAS). A
polarizagao modulada em conjunto com a espectroscopia de infravermelho foi
utilizada devido a alta sensibilida, além de minimizar irregularidades com a

absorgao de agua e COa.

Para os estudos com PM-IRRAS o cristal de quartzo foi disposto de
modo que o feixe de luz atingisse a superficie de ouro do cristal a um angulo de
incidéncia fixo de 80° o qual foi ajustado experimentalmente. A formacao da

monocamada MUA sobre o ouro do cristal de quartzo foi de acordo com Im - 1.
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Figura 3.3 (a) mostra as bandas caracteristicas para superficie modificada. A
banda na regido de 1751 cm™ é atribuida & deformacdo C=0 do grupo
carboxila e a banda na regido de 1475 cm™ é atribuida a deformacdo CH, tipo
tesoura da monocamada. Em seguida, seguindo as etapas do procedimento
Im - 1 a superficie foi modificada com anti-CPXaC, assim duas novas banda
apareceram em 1650 e 1546 cm™', as quais s&o atribuidas as bandas amida | e

Il (Figura 3.3(b)), devido & anti-CPXaC sobre a superficie®® &°

A medida do angulo de contado foi feita para determinar a diferenga da
molhabilidade da superficie modificada. Em cada medida, uma gota de 5 uL de
agua ultra pura foi adicionada sobre a superficie de ouro do cristal e as
imagens foram automaticamente registradas em fungédo do tempo. Tabela 3.2
lista os valores de angulo de contato para a superficie de ouro do cristal limpo,
o cristal modificada com MUA e, por fim, anti-CPXaC imobilizado. Como
esperado a superficie modificada com MUA mostrou alta hidrofilicidade devido
aos grupos carboxila na superficie do cristal, enquanto que com a imobilizagcao
da anti-CPXaC foi observado um aumento da hidrofobicidade. A superficie de
ouro limpa mostrou alta hidrofobicidade devido a rapida recontaminacdo do
ouro em atmosfera ambiente. Todos esses resultados estdo de acordo com

trabalhos anteriores publicados na literatura® °'.
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Figura 3.3: Espectro PM-IRRAS na regido de 2000 a 1200 cm™ a)
superficie de ouro modificada com MUA b) superficie de ouro modificada com
MUA e anti-CPXaC imobilizada via ligagdo amida.
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Tabela 3.2: Angulo de contato, ©,, da superficie de ouro do cristal de

quartzo (Au), Au modificado com MUA (Au/MUA) e Au/MUA modificado com
anti-CPXaC

Superficie o_(°)
Au 721123
Au/MUA 27,034
Au/MUA/anti-CPXaC 443 +0,1

A monitoragdo em tempo real para constru¢cdo do imunossensor foi
realizada apés adi¢cao do cristal modificado com MUA e EDC/NHS de acordo
com o procedimento Im-1, na célula sob fluxo de PBS. Apds a estabilizacdo do
sistema 86 pg mL' do anticorpo anti-CPXaC em PBS foi adicionado.
Observou-se um rapido decréscimo de 42 Hz apds adicdo do anticorpo, o qual
esta relacionado a imobilizacdo do anticorpo sobre a superficie (Figura 3.4
etapa 1). Em seguida, realizou-se a desativagcado dos ésteres succinimidas
remanescentes com a adigdo de etanolamina 100 mmol L. Novamente
observou-se um decréscimo na frequéncia, no entanto pequena, de
aproximadamente 5 Hz, devido a menor massa molecular da etanolamina
(Figura 3.4 etapa 2) Por fim, 0,01% de leite desnatado foi adicionado a
superficie como o intuito de diminuir as interagdes inespecificas, tal
procedimento resultou em um decréscimo acentuado de 25 Hz concluindo

assim, a constru¢ao do imunossensor (Figura 3.4 etapa 3).
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Figura 3.4: Etapas da construgdo do imunossensor sobre MUA. Etapa 1:
imobilizacdo do anticorpo anti-CPXaC. Etapa 2: desativagdo dos ésteres
succinimida. Etapa 3: bloqueio da superficie com leite desnatado.

As curvas monotbénicas obtidas da Figura 3.4 foram usadas para
calcular a variagcdo de massa adsorvida sobre o cristal de quartzo. Figura 3.5
mostra as variagdes de massa calculadas pelo modelo de Sauerbrey e o

modelo viscoelastico de Voigt com o programa Q-Sense Qtools.

Uma vez que o modelo de Sauerbrey assume que o filme depositado é
rigido, este estimou bem a variacdo de massa para etanolamina e bloqueio, no
entanto, ndo foi observado o mesmo comportamento com a imobilizacédo do
anticorpo, e uma subestimacédo da massa foi dada com o modelo de Sauerbrey

devido a formacao de um filme protéico viscoelastico.

Mas, apds a imobilizacdo do anticorpo, o filme protéico sofreu mudancas
em sua forma, porque ndo se observou nas etapas seguintes uma
subestimagcdo de massa pelo modelo de Sauerbrey. Esse comportamento
sugere que um filme protéico formado sobre o cristal € mais rigido o que

favorece o seu estudo por QCM.
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Figura 3.5: Massa estimada das etapas de imobilizagdo pelos modelos
de Sauerbrey e Voigt.

3.1.3 Desenvolvimento do imunossensor

Apds a caracterizagdo do imunossensor a curva analitica foi obtida
registrando o ponto final da frequéncia depois da adicdo de diferentes
concentragdes de CPXaC em PBS dentro da célula da QCM — D, seguido pela
injecdo de PBS livre de CPXaC para lavagem da superficie figura 3.6 (A e B).
Como pode ser visto o deslocamento da frequéncia aumentou com a adi¢ao de
maiores concentragdes do antigeno e um deslocamento linear da frequéncia foi
observado na faixa de concentragdo estudada (90,3; 151; 226; 320 x 10 mol
L™"), o qual apresentou um limite de detecgdo de 13,0 nmol L™ com um

coeficiente de correlacao de 0,973.

Ao mesmo tempo, o fator de variacado de energia AD foi avaliado, depois
diferentes concentragdes de CPXaC adicionada. Pequeno AD significa que o
filme protéico é rigido, portanto, a resposta da frequéncia pode ser bem

descrita pela equagao de Sauerbrey %6 Neste estudo os pequenos valores de
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AD sugerem um filme protéico rigido e compacto na faixa de concentragéo
estudada Tabela 3.3.
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Figura 3.6: (A) Curvas em tempo real da variagdo da frequéncia de 0 a
645x10 mol L' de CPXaC (curvas 1-5) em fluxo continuo de PBS pH 7,2. (B)
Curva analitica do imunossensor para CPXaC.

Tabela 3.3: Média dos valores de AD da interacédo de CPXaC com anti-
CPXaC apés a lavagem da superficie com tampao PBS pH 7.2 na célula da
QCM.

CPXaC [10  (mol L )] AD(10")
90,3 0,17 £ 0,09
151 0,19 + 0,03
226 0,24 + 0,01
320 0,54 + 0,05
645 0,93 + 0,01

Em seguida, outro método foi usado para corroborar com os dados
obtidos listados na Tabela 3.3. Neste estudo, foi avaliada a influéncia da
interacdo antigeno-anticorpo sobre as propriedades viscoelasticas do filme pela
relacdo AD/Af vs [CPXaC] de acordo com trabalhos anteriores na literatura. %0,

92 Esses trabalhos mostraram que grandes valores de AD/Af referem-se a
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entrada de agua ou mudangas das propriedades viscoelasticas do filme
adsorvido e valores pequenos referem-se a maior rigidez do filme protéico,
portanto, quanto menor essa relagdo maior a rigidez do filme protéico sobre o
cristal 2> 3, A partir desses resultados mostrados na Figura 3.7, foi observado
que os AD/Af obtidos para diferentes concentragdes de CPXaC foram
pequenos < 107. Isso implica que a interagdo antigeno-anticorpo na superficie
do cristal é constituida de uma camada protéica rigida, com pouca absor¢ao de
agua e, portanto, a variagdo da frequéncia esta relacionada somente com a
interacdo antigeno-anticorpo sobre a superficie, isso permitiu os estudos

cinéticos por QCM, os quais serao discutidos abaixo.
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Figura 3.7: Estudo da relagdo AD/Af vs. concentragdo de CPXaC.

3.1.4 Constantes de equilibrio e de velocidade de reacdo

imunoldgica entre CPXaC e anti-CPXaC

A interacdo entre antigeno em solugéo e seu complementar anticorpo
seja ele imobilizado ou ndo sobre uma superficie € baseado em forgas atrativas
fracas, interagcdes hidrofobicas e ligagées de hidrogénio. Esse evento pode ser

monitorado pela variacdo da frequéncia ressonante em tempo real, sob fluxo
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continuo e, por adigdo de diferentes concentragdes do antigeno. Com a curva
obtida é possivel calcular as constantes de equilibrio e cinéticas da interagao

antigeno-anticorpo sobre o cristal.

A determinacdo das constantes de equilibrio e cinéticas é importante

para avaliar a viabilidade do uso de anticorpos em biossensores.

A constante de equilibrio K da interagdo antigeno-anticorpo (Ag:Ab)

pode ser representada pela equacgao (1 e 2).

O primeiro método utilizado para determinar K foi baseado no modelo da
isoterma de Langmuir. A constante K foi obtida pela medida da variagdo da
frequéncia, Af, apdés a saturacdo da superficie com CPXaC a diferentes
concentragdes, de acordo com a equacgao (10).

Af K, ¢ X[CPXaC(]
Afmax  1+(Kage X[CPXaC

p (10

Em que Af e Afmax S0 as variagdes das frequéncias no tempotet — «,
respectivamente. K foi calculado por correlacao linear entre [CPXaC]/Afnax €
[CPXaC] Figura 3.8 (A).>> %

O segundo método foi baseado no trabalho de Eddowes, 1987. Para
uma reacgao imunolégica reversivel, com anticorpo imobilizado e um antigeno
em solucdo a cinética da reagdo é de pseudo primeira ordem.* Portanto, a
velocidade de formagao de Ag:Ac, em um tempo t pode ser escrita como:

d[Ag:Ac]
dt

= k, X [Ag] X [Ac] — k4 X [Ag: Ac] (1)

Em que k. € a constante de velocidade de associagao e kq € a constante

da velocidade de dissociagéao.

Depois de certo tempo, t [Ac] = [Ac]lo — [Ac:Ag] sendo [Ac]p a
concentracdo do anticorpo no tempo, t = 0. Como o sistema comportou-se
como razoavelmente rigido, a diminuicdo da frequéncia, Af, € diretamente
proporcional a massa adicionada. Sendo Afmax @ completa saturagéo do cristal
com antigeno (Ag), a concentragao de anticorpos livres (Ac) é proporcional a
(Afmax - Af), € a concentragao do complexo Ag:Ac Af. Assim, a equagao 11

pode ser expressa como:
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af

iﬂ = ko x [af - Af]| x[Ag] = ka x [Af] (12)

Por fim, como a [Ag] foi constante sob fluxo continuo a integragao da
equacao 12 da a equagao que relaciona a cobertura da superficie em fungéo

do tempo. %%’

Af = Afpax X (1 — e_(l/T)t) (13)

Em que Af e Afmax sdo as mudancas na frequéncia no tempotet — «,
respectivamente e, ! = k, [CPXaC] + k,;. ' foi determinado por ajuste ndo
linear da variacdo da frequéncia ressonante para cada adicdo de diferentes
concentracdes de CPXaC. Assim, k, e kqforam calculadas por correlagao linear

1

entre ©' vs [CPXaC] como pode ser visto na Figura 3.8 (B). Os valores das

constantes estiao na Tabela 3.4.

As constantes de afinidade calculada foram obtidas a partir de duas
metodologias. Em ambos os casos, as constantes de afinidade para interagao
antigeno-anticorpo com um deles imobilizado sobre a superficie e o outro em
solugéo foram concordantes com a literatura, o que indica que o anticorpo anti-
CPXaC® % ¢ bom candidato para ser usado como anticorpo contra CPXaC em
imunossensores. No entanto, diferengcas entre as duas constantes neste
trabalho sao observadas, as quais estdo relacionadas com os métodos
utilizados. O Método | leva em consideragao a interacédo de alta especificidade
enquanto que o Método Il considera as interagcdes especifica e ndo especifica.
Mesmo assim, os valores obtidos foram ligeiramente proximos com a mesma

ordem de magnitude.
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Figura 3.8: Estudo da relacdo [CPXaC]/Af versus [CPXaC] (A) e 7'
versus [CPXaC] (B) para calcular as constantes de velocidade cinética e de

equilibrio, respectivamente.

Tabela 3.4: Constantes cinéticas e de equilibrio obtidas a partir das
medigdes feitas em QCM-D para o analito CPXaC

-1 -1 -1 -1
Meétodo avaliado k?1 (Lmol s ) kd (s) Kz1 (Lmol )
Meétodo 1 - - 1,6 £0,2x 106
, 4 -2 6
Método 11 7,8 +0,2x10 2,1+ 0,3x10 3,6 +£0,3x10

3.1.5 Estudos de especificidade do imunossensor

O estudo de especificidade foi avaliado de diferentes formas. Primeiro, o
cristal foi modificado com Im-1 sem a imobilizacdo do anticorpo, somente
bloqueado com leite desnatado, e, entdo, exposto a solucdo de CPXaC na
concentracdo de 32 e 64,5 x 10® mol L™". A Figura 3.9 (A) mostra Af quando
CPXaC foi injetada sem anti-CPXaC (curvas 1 e 2) e com anti-CPXaC (curva
3). No cristal sem o anticorpo imobilizado o deslocamento da frequéncia foi
observado quando CPXaC foi adicionado dentro da célula, contudo depois da
lavagem com tampé&o PBS a frequéncia voltou aos valores iniciais, ou seja, ndo

houve ligagao inespecifica. Em sequéncia, a especificidade do anticorpo contra
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diferentes proteinas inertes, tal como canacistatina, uma proteina recombinante
'%foram avaliadas. Por ultimo, uma cisteino peptidase que é um alvo para
detectar Xylella fastidiosa uma bactéria gram-negativa responsavel pela
Clorose Variegada dos Citros "' foi utilizada. Para cada proteina testada foi
usado um novo cristal modificado e os resultados estdo presentes na Figura
3.9(B). O sensor foi exposto a solugdo de 4,15 x 10° mol L™ de canacistatina
ou 3.03 x 10° mol L™ de BSA ou 3.2 x 10”7 mol L™ de cisteino peptidase da X.
fastidiosa. Como pode ser observado, estas proteinas ndo interagiram
expressivamente com o anticorpo imobilizado, uma vez que, a concentraciao
usada foi dez vezes maior que a concentragdo do antigeno especifico.
Finalmente, a cisteino peptidase da X. fastidiosa quando introduzido na célula o
deslocamento da frequéncia foi de 0,5 Hz, ou seja, a superficie modificado com
anti-CPXaC nao interage com a cisteino peptidase. Portanto, o sensor
piezelétrico apresentou elevada seletividade para CPXaC, o qual nado interagiu

com outra cisteino peptidase ou outras proteinas.
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Figura 3.9: (A) Variagdo da frequéncia em tempo real quando (1 e 2)
320 e 645 x10° mol L' CPXaC foram adicionados na célula de fluxo com
cristal modificado sem anti-CPXaC. (3) Adicdo de 320x10° mol L™ CPXaC
dentro da célula com o cristal modificado com anti-CPXaC. (B) 1 adicdo de
4,15x10° mol L' de canecistatina; 2 adicdo de 3,03x10° mol L' BSA e 3
adicdo de 320x10° mol L de cisteino peptidase da X. fastidiosa sobre o
cristal modificado com anti-CPXaC.
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3.2 Magneto imunoensaio eletroquimico

3.2.1 Principio da detecg¢éo eletroquimica

Um magneto-imunoensaio baseado na detecgao electroquimica
de AuNPs como marcador foi realizado para a detecgcdo de Salmonela
usando SPCEs. Salmonela foi magneto separada em PBST ou em leite
desnatado por reagdo imunolégica formando o complexo MBs-SAc/S.
Depois as bactérias foram marcadas com AuNPs modificadas com anti-
Salmonela (SAc-AuNPs). Finalmente, a deteccdo de Salmonela foi realizada
por magneto concentragao do complexo MBs-SAc/S/SAc-
AuNPs sobre SPCE e a deteccdo foi realizada por voltametria de pulso
diferencial (DPV) Figura 3.10.
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Figura 3.10:: Representagcdo esquematica (fora de escala) da detecgéo
de Salmonela. (A) Principio do ensaio. Na primeira etapa ocorre a incubacao de
Salmonela (S) com esferas magnéticas (MBs) modificados com anticorpos
primarios especificos para as bactérias (SAc) (MBS-SAc). Durante essa etapa,
Salmonela é capturada e permanece no complexo MBs-SAc / S. Segunda
etapa o complexo MBs-SAc / S é capturado por meio da aplicagcdo de um
campo magnético permanente e lavou-se em conformidade. Terceiro etapa
consiste na incubagdo do complexo MBs-SAc / S com nanoparticulas de ouro
(AuNPs) modificados com anticorpos secundarios (SAc-AuNPs) e novamente
recolhidos através da aplicagdo de um campo magnético permanente e lavou-
se em conformidade. (B) Detecgéo electroquimica por DPV de MBs-SAc/S/SAc-
AuNPs (etapa 5). Outras condigdes experimentais foram descritas no texto.

Detecgéo eletroquimica
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3.2.2 Caracterizacdo por MET de AuNPs e amostras
MBs-SAc e MBs-SAc/S

AuNPs depois de sintetizadas foram avaliadas por microscopias
eletrbnica de transmissédo a fim de observar a homogeneidade e tamanho das
nanoparticulas formadas. De acordo com micrografia Figura 3.11 AuNPs de
formato homogéneo e de 20 + 3nm de tamanho foram obtidas o que esta de

acordo com trabalhos previamente publicados”®.

Figura 3.11: MET de AuNPs que foram sintetizadas seguindo o método
reportado por De la Escosura-Muniz”>. As Condicdes experimentais foram
descritas no texto

As imagens da Figura 3.12 mostram claramente a ligagdo imunoldgica
das bactérias para a formagdo de MBs-SAc e MBs-SAc /S. A Figura 3.12(A)
mostra o antes MBs-SAc e a Figura 3.12 (B), que corresponde a incubacgao de
MBs-SAc com 10° de CFU mL ' de Salmonela, mostra agregados devido
interacdo entre MBs-SAc e bactérias. A diferenca observada nestas imagens
esta em concordancia com o obtido durante deteccdo eletroquimica de
Salmonela, mesmo na presenca de E. coli como bactérias interferentes. E
importante salientar que as micrografias de Figura 3.12 (B) correspondem aos

fragmentos de bactérias devido ao tratamento térmico usado para mata-las.

3.2.3 Otimizagbes dos parametros do imunossensor

A otimizagao dos parametros da magneto imunorreacao foi realizada por
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meio da avaliagdo dos tempos de incubacgao, agentes de bloqueio e diferentes
concentragcdes de SAc-AuNPs (0,3; 0,6; 1,45; 3,6 e 7,21 mmol L? SAc-AuNPs)
para 10° CFU mL ' Salmonela. Figura 3.13 (A e B) mostram a otimizaco do
tempo de incubacdo (a partir de 10 e 30 min, respectivamente) entre o
complexo MBs-SAc / S e SAc-AuNPs (em PBS ou PBST com 0%, 0,3% e 1%
de BSA). O volume de MBs-SAc para o teste imunoenzimatico foi
recomendado pelo fornecedor (10 pL). Embora todas as experiéncias
realizadas tenham sido uteis para a detecgao de Salmonela um resultado étimo
em termos de adsor¢cao nao especifica, valor de sinal e o desvio padrao foi
obtido usando PBS com BSA 0,3%, com um tempo de incubagdo de 30 min.
(Ver figura 3.13 B). Além disso, a influéncia da concentracdo de SAc-AuNPs a
ser utilizada durante a segunda imunorreagdo com bactérias também foi
avaliada. Como mostrado na Figura 3.13 (C) a concentracdo de SAc-AuNPs
ligeiramente afeta a resposta imunorreagdo, principalmente sobre a
reprodutibilidade do método. No entanto, um sinal 6timo e confiavel foi obtido
para 1,45 mmol L™ de SAc-AuNPs. Assim, todas as experiéncias foram

realizadas usando estes valores otimizados.

Figura 3.12: MEV de MBs-SAc: Antes (A) e apds (B) a incubagdo com
10° de CFU mL ' Salmonela. Outras condicdes experimentais foram descritas
no texto.
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Figura 3.13 : Otimizagcdo do imunossensor com resuspengoes de SAc-
AuNPs em PBS; PBS + BSA a 1%; PBS + BSA a 0,3%; PBST; PBST + BSA a
1% ou PBST + BSA a 0,3%. Este ensaio foi realizado com tempos de
incubacéo de 10 (A) e 30 (B) min. Influéncia da concentragdo de SAc-AuNPs
diluidas em PBS com BSA a 0,3% na resposta do imunossensor (C). Para
estes ensaios, 10° CFU mL™" de Salmonela foram utilizados. Outras condicdes
experimentais foram descritas no texto.

3.2.4 Resposta do Immnunossensor para Salmonela

A Figura 3.14 mostra a detecgdo de Salmonela em PBST, utilizando o
sinal obtido pela marcagcdo AuNPs. Os resultados obtidos para o imunossensor
desenvolvido para concentragdes crescentes do alvo (1010 CFU mL™") por
meio da técnica DPV mostram uma resposta linear (10°-10° CFU mL™" com r® =
0,985). Para este ensaio o valor encontrado correspondente ao LOD foi
estimado através do processamento de cinco amostras de controle negativo (0
CFU mL™") que foram realizados em dois diferentes ensaios em um Unico dia,
assim foi obtido um valor médio de 0,75 pA (n = 5), que corresponde a 143
CFU mL™" com o tempo total de analise de 1:30 h. A precisdo do método foi
avaliada testando seis amostras diferentes com 10° CFU mL™" de Salmonela. O
coeficiente de variagdo (CV) obtido foi de 2,4% (n = 6), indicando uma boa
repetibilidade, nas condi¢cbes descritas. A comparacao desses resultados com
aqueles relatados anteriormente por outros métodos, baseados em

nanoparticulas, mostrou uma melhoria, em geral. (Ver Tabela 3.5).
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Tabela 3.5: Diferentes estratégias utilizadas para detectar Salmonela

Evento de
Técnica de detec¢do | Marcador v Amostra Tempo de analise Faixa de trabalho LOD Repetibilidade Referéncia
bioreconhecimento
HRP DNA Leite 3,5h - 1 CFU mL"! - 15
AP Ac-Ag Soro 1 h 15 min - - 8-13% 102
. Reacdo 1 3:4% 103
Amperometria - o - <8h - 6,5 CFU mL~
enzimatica
HPR DNA - Tempo real 2,8 — 75,4 fmol mL™! - 14-16% 104
HPR DNA (Ac-Ag) - - 50 - 500 fmol 60 pM 6,7 % 105
HRP Ac-Ag Leite 50 min 1-10"CFUmL" 7,5%x10° CFU mL"! - 14
Crescimento . 1 106
- - 6 min - 500 CFU mL~ -
bacteriano
- Ac-Ag - 40 min 10°-10° CFU mL" 10°CFU mL"! - 107
- Ac-Ag Leite 2h 10% - 10°CFU mL™! 10° CFU mL™! 12-18% 108
Crescimento . 4,854 x10°CFU X 109
EIS - Leite 9,3e¢2,2h | 1 CFU mL" -
bacteriano mL~
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110

Au DNA (Ac-Ag) - - 0.04c4 - -
P
(Prata fmol mL™!
enhancem
ent)
6 o | 3,45x10°CFU mL’ 0
- Ac-Ag - - 10°- 10" CFU mL~ | -
EISe 5 N | .
. - Metabolismo - <30 min 10% - 10° CFU mL” - - 7
Amperometria
, -Nio 9,68 fmol / mL de 10,15% ;
DPV - DNA(guanina) ) 20 min :
especificado 56 mer bases
Au(Co
Voltametria de bre 1,30x10% - 2,6x10° | .
) ) Ac-Ag Soro humano - | 98,9 CFU mL" <14%
redissolugdo anddica | enhancem CFU mL"
ent)
Cronoamperometria HRP Ac-Ag Carne de frango - 10 - 10’ CFU mL" 21 CFU mL" - 16
4 -
Colorimetria e 2 > 10* CFUmL"
. AP Ac-Ag - 80 min - - 1
Eletroquimica 8 x 10 CFU mL™"
Au
Quimioluminescéncia | (prata Ac-Ag Alimento - 5-1038 CFUmL" 5 CFUmL! 4,7% 1
enhancem
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ent)

116

Visual Au Ac-Ag Fezes 2h - - -
Absorbanca a 550 . 5 ; . . . "7
Au Ac-Ag Agua - 10°- 10" CFU mL" 10" CFU mL" -
nm
DPV Au Ac-Ag Leite 1:30 10° — 10° CFU mL"! 143 CFU mL"! 2,4% Este trabalho
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Figura 3.14: (A) Detecgao eletroquimica por DPV utilizando AuNPs (1);
imunoensaio sem Salmonela, (2) 10% (3) 10°, (4) 10%, (5) 10°, (6) 10 (7), 10°
CFU mL ™' de bactérias. (B) Os resultados obtidos no intervalo entre 10% e 10’
de Salmonela em PBST. Linha tracejada representa LOD baseado 3 vezes o
desvio padrao (n = 5) do controle (A-1), mais média do controle. As barras de
erro mostram o desvio padrao para n = 3. Outras condicbes experimentais
foram descritas no texto.

3.2.5 Estudo de especificidade para o imunossensor

Uma vez que a viabilidade de deteccdo de Salmonela usando AuNPs foi
demonstrada, este ensaio mostra a especificidade do imunoensaio
desenvolvido usando PBST e leite desnatado para se avaliar a resposta para o
alvo Salmonela na presenga de E. coli como possivel interferente Figura 3.15.
Como esperado, o sinal eletroquimico obtido para E. coli foi menor (cerca de
85%) em comparagdo com Salmonela em ambos os ensaios realizados (PBST
e leite desnatado) com a obtengdo de valores semelhantes (0,85 e 0,98 uA,
respectivamente) com PBST e leite desnatado (sem bactérias) (0,66 e 0,92
MA, respectivamente). No entanto, para o ensaio avaliado em PBST um
aumento da resposta de sinal de cerca de 28% para E. coli foi observada. Esse
resultado também é explicado pelos fornecedores que pode estar relacionado
com um certo grau de reatividade cruzada e ligagcdo nao especifica do
anticorpo utilizado®* %°. No entanto, este nivel de interferéncia ndo afeta a
viabilidade da detecgdo uma vez que a concentracao utilizada de E. coli é

muito acima do encontrado em amostras reais. Por outro lado, o resultado
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obtido para uma mistura de ambos os agentes patogénicos € semelhante ao

obtido para a amostra enriquecida apenas com 10’ de CFU™ mL Salmonela.
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Figura 3.15: Estudo de especificidade para imunoensaio realizada em
PBST e leite desnatado diluido, inoculados com E. coli (10" CFU mL™) e uma
mistura de E. coli e Salmonela (com 10” CFU mL”’ de cada bactéria). As
amostras de controle correspondem aos imunoensaios sem bactérias. Outras
condicdes experimentais foram descritas no texto.

3.2.6 Analise de Salmonela em amostras de leite

O imunossensor foi aplicado para determinar o nivel de Salmonela em
leite desnatado. A fim de determinar a exatiddo da tecnologia, leite desnatado
comprado no comércio local foi enriquecida com Salmonela em diferentes
concentragdes. As recuperagbes de Salmonela na faixa de 83 e 94% (ver
Tabela 3.6) foram calculadas. Estes resultados demonstram que o método
desenvolvido pode ser uma alternativa promissora para determinar Salmonela
em leite desnatado. O LOD obtido € muito menor do que o descrito para a
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detecgao de Salmonela em amostras liquidas. Para o leite desnatado por
exemplo, o LOD para os métodos comerciais é de cerca de 10° CFU mL™" %°.
Os resultados obtidos mostram que a tecnologia de detecgdo baseada em
AuNPs combinado com a aplicagdo do campo magnético relata um limite de
detecgao inferior ao relatado método comercial convencional na literatura,

realizado para fins de comparag¢ao, em amostras de leite desnatado.

Tabela 3.6: Adigao e recuperacgao a partir de leite diluido 1/10 em PBST
infectado artificialmente com Salmonela

Valor de
Amostra Adicionado Encontrado Recuperado %  corrente (PA)
+ SD
15x10 cfumL  1,23x10 cfumL 83,0 1,01 £ 0,01
Leite
15%10 cfumL  1,41x10 cfuml 94,0 1,25 £ 0,02
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75



4. Conclusoes

Neste trabalho foi demonstrado com sucesso um imunossensor
piezelétrico para deteccdo de CPXaC utiliizando anticorpos anti-CPXaC,
produzidos em coelho, imobilizado sobre a superficie do ouro do cristal de
quartzo modificado com SAM. Os estudos de interacdo CPXaC/anti-CPXaC
mostraram bons valores para constantes cinéticas e de afinidade comparados
com os da literatura. O imunossensor foi estavel e de interface seletiva sem
interacdes inespecificas para as proteinas estudadas. Portanto, estes estudos
fornecem novas perspectivas sobre o uso de CPXaC como um biomarcador
para um imunossensor piezelétrico altamente sensivel para detec¢cdo do

Cancro citrico.

A detecgao eletroquimica baseada na imunoseparagao magnética de
Salmonela em amostras em alimentos utilizando AuNPs foi realizada.
Salmonela foi capturada a partir das amostras de leite desnatado e
preconcentrados por separagao imunomagnética, seguido por marcagao com
AuNPs modificados com um anticorpo policlonal anti-Salmonela. O
imunossensor desenvolvido é capaz de detectar at¢é 143 CFU mL" de
Salmonela em um tempo bastante curto (até 1:30 h). Os resultados obtidos s&o
melhores do que os relatados anteriormente, tanto no tempo de resposta, mas
também como pelo fato de AUNPs serem faceis de ser obtidas e modificadas. A
sinergia entre o imunoensaio e particulas magnéticas conduziu a um aumento
da sensibilidade e remocao de interferéncias de outras espécies. Por fim, esta
técnica de detecgdo € adequada para o monitoramento rapido e seletivo de
Salmonela em amostras reais. Os resultados obtidos indicam que o
imunossensor podera ter diversas aplicagdes na area de alimentos, médica e
ambiental onde um dispositivo rapido, de baixo custo e facil de usar e que

permite aplicacbes em campo.
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