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RESUMO

O presente trabalho descreve o desenvolvimento de um imunossensor para a detec¢ao
de anticorpos de anti-Leishmania infantum explorando a Ressonancia Plasmons de Superficie
(SPR) como sistema de transdugdo. O sensor foi produzido através da imobiliza¢do do antigeno
de Leishmania infantum sobre a monocamada auto organizada (SAM) mista confeccionada a
partir do dcido 11-mercaptoundecandico (11-MUA) e do dcido 3-mercaptopropidnico (3-
MPA). A SAM mista foi ativada por uma mistura contendo 100 mmol L' do 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e 150 mmol L' de N-hidroxisuccinimida (NHS). O
imunossensor desenvolvido foi caracterizado eletroquimicamente por voltametria ciclica (VC),
microscopia eletroquimica de varredura (SECM), dessor¢do redutiva (DR) e espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIE). Adicionalmente, os efeitos da concentracio do antigeno,
tempo de imobilizacdo e composicdo da SAM mista sobre a quantidade de antigenos
imobilizados foram avaliados. Observou-se que o emprego de uma monocamada mista de 11-
MUA e 3-MPA (na propor¢do de 1:1) para o recobrimento da superficie do eletrodo resultou
em uma interacdo efetiva entre a SAM previamente ativada e os antigenos de Leishmania
infantum. A investigacdo do processo de interacio antigeno — anticorpo Leishmania infantum
deixou evidente que o imunossensor confeccionado apresenta boa sensibilidade (ABspr / m° =
15,20 + 10551 [fator de dilui¢do]), comportamento linear no intervalo de diluicoes
compreendido entre 1:40 a 1:1280 e coeficiente de correlagdao de 0,998. A partir dos resultados
obtidos, fica evidente que o imunossensor desenvolvido € sensivel, rdpido, simples e de ficil
execugdo apresentando grande potencialidade para o diagndstico sorolégico de anticorpos L.

Infantum.

Palavras-chave: Imunossensores, Monocamadas auto-organizadas, Ressonancia de plasmons

de superficie, Leishmaniose visceral canina.



ABSTRACT

This work describes the development of an immunosensor for the detection of anti-
Leishmania infantum antibodies by exploiting Surface Plasmon Resonance (SPR) as a
transduction system. The sensor was constructed by immobilizing the Leishmania infantum
antigen on the mixed self-assembled monolayer (SAM) of 11-mercaptoundecanoic acid (11-
MUA) and 3-mercaptopropionic acid (3-MPA). The mixed SAM was previously activated by
a mixture containing 100 mmol L™! of 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC)
and 150 mmol L' of N-hydroxysuccinimide (NHS). The proposed immunosensor was
characterized by cyclic voltammetry (CV), reductive desorption (RD) and electrochemical
impedance spectroscopy (EIS). In addition, the effects of the antigen concentration,
immobilization time and composition of the mixed SAM on the amount of immobilized
antigens were evaluated by SPR. It was observed that the use of a mixed monolayer of 11-MUA
and 3-MPA (1:1 ratio) resulted in an effective interaction between previously activated SAM
and the antigens of Leishmania infantum. The investigation of the antigen-antibody interaction
process by SPR resulted in a good sensitivity, linear response range for dilution factors from 1:
1280 to 1:40 and a correlation coefficient of 0.998 (ABspr / m°® = 15.20 + 10551 [dilution
factor]). Thus, it is evident that the proposed immunosensor is sensitive, fast, simple and easy

to perform, and promissing for the serological diagnosis of L. infantum antibodies.

Keywords: Immunosensor, Self-assembled monolayer, Surface Plasmon Resonance, Visceral
leishmaniasis.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sao um grupo de doengas causadas por protozodrios parasitas de mais
de 20 espécies de Leishmania que podem ser transmitidas ao homem pela picada da fémea do
inseto flebotomineos infectada (chamado de "mosquito palha" ou birigui, no continente
americano). Trata-se de uma doenga de abrangéncia mundial que ocorre principalmente em
regides tropicais e subtropicais (ROYCHOUDHURY et al., 2015).

Existem trés formas principais da doenga: (i) leishmaniose cutanea (LC), (ii)
leishmaniose mucocutanea (LMC) e (iii) leishmaniose visceral (LV). A manifestacio da
leishmaniose cutanea € a forma mais comum da doenca e a leishmaniose visceral € a mais grave
e cuja letalidade pode alcancar cerca de 10 % quando ndo se institui o tratamento adequado
(WHO 2010). A leishmaniose ocorre, principalmente, no subcontinente indiano, na Africa
Oriental e no Brasil. Embora cerca de 400.000 pessoas sejam afetadas anualmente por LV, com
até 40.000 mortes por ano, a doenga ainda € classificada entre as doencas tropicais
negligenciadas (ABBASI et al., 2016). Associado a isto, porém, ndo menos importante, o
diagndstico clinico instituido para a LV é complexo e na maioria das vezes comum a outras
doencas como Doenga de Chagas, Maldria, Esquistossomose, Febre Tifoide e Tuberculose
(ANDRADE et al., 2009).

Dentre as diferentes técnicas soroldgicas mais empregadas para o diagnostico da LV
estdio os métodos baseados na reacdo em cadeia de polimerase (PCR), o ensaio
imunoenzimatico (ELISA), o teste de aglutinacdo direta (DAT) e o teste rdpido de aglutinagao
(FAST). Contudo, estas técnicas sorologicas consomem muito tempo, porque sao realizadas em
varios passos, ndo sio facilmente adaptdveis a grandes exames sorolégicos de cies em dreas
endémicas (SRIVASTAVA et al., 2011), bem como sdo frequentemente baseados em
preparacdes de antigenos bruto que permitem a reacdo cruzada com outros tripanossomatideos
e apresentam baixa sensibilidade para detectar casos assintomdticos (BARBOSA-DE-DEUS et
al., 2002). Portanto, faz-se necessario o desenvolvimento de novos métodos e técnicas visando
a construgdo e aplicacdo de plataformas simples para a detec¢do de Leishmania infantum
(MUNGE et al., 2011). Desta forma, os imunossensores aparecem como uma interessante
alternativa ao diagnodstico soroldgico da LV, uma vez que a imobilizacdo de antigenos e
anticorpos sobre a superficie de transdutores permite o desenvolvimento de sistemas rapidos,
seletivos, sensiveis, e de baixo custo. Tais caracteristicas estdo associadas ao fato de os

imunossensores exigirem pequenos volumes de amostras de forma a permitir, ndo apenas o


https://pt.wikipedia.org/wiki/Birigui
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diagnéstico da doenga em um determinado individuo, mas também promover o
acompanhamento da evolu¢do da doenga em areas endémicas (SOUTO et al., 2013).

Neste contexto, a ressonancia de plasmons de superficie (SPR) se apresenta como uma
interessante alternativa para o desenvolvimento de imunossensores para a detec¢ao de doengas
parasitarias importantes como a LV tendo em vista que trata-se de um sistema de transdugdo

altamente sensivel, miniaturizavel, reprodutivo e de baixo custo.

1.1 Leishmaniose

A Leishmaniose é um grupo de doengas que envolve espécies do género Leishmania
pertencentes a familia Trypanosomatidae, as quais sdo transmitidas aos humanos por picadas
das fémeas dos insetos Flebotomineos infectados. A epidemiologia da leishmaniose depende
das caracteristicas das espécies do parasita, das caracteristicas ecoldgicas do local, da exposi¢ao
atual ou passada do homem ao parasita e do comportamento humano. Cerca de 70 espécies de
animais, incluindo humanos, t€ém sido usados como reservatdrios para o parasito da Leishmania.
De acordo com a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), a leishmaniose é uma doenca
endémica que atinge mais de 80 paises no mundo e ameaca mais de 350 milhdes de pessoas,
apresentando trés principais manifestacoes (WHO, 2016).

A Leishmaniose Visceral (LV), também conhecida como calazar, € fatal se ndo for
tratada em mais de 95% dos casos. Ela € caracterizada por ataques irregulares de febre, perda
de peso, aumento do baco e do figado e anemia. E uma doenca endémica no subcontinente
indiano e no leste da Africa. Estima-se que 200.000 a 4000.000 novos casos de LV ocorrem em
torno do mundo por ano. Em 2014, mais de 90% de novos casos reportados pela OMS
ocorreram em 6 paises: Brasil, Etidpia, India, Somalia, Sudao do Sul e Sudao (WHO, 2016).

A Leishmaniose Cutianea (LC) € a forma mais comum da leishmaniose e causa lesdao
na pele, principalmente ulceracdes, em partes expostas do corpo, deixando cicatrizes
permanentes e deficiéncias graves. Em torno de 95% dos casos ocorrem nas Américas, Bacia
Mediterranica, Oriente Médio e Asia Central. Mais de dois tercos dos novos casos de LC
ocorrem em 6 paises: Afeganistdo, Argélia, Brasil, Colombia, Ird (Reptblica Isldmica) e
Republica Arabe da Siria. Uma estimativa de 0,7 a 1,3 milhdes de novos casos ocorrem ao redor

do mundo, anualmente (WHO, 2017).
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A Leishmaniose Mucocutanea (LMC) leva a destruicdo total ou parcial das
membranas mucosas do nariz, boca e garganta. Quase 90% dos casos da LMC ocorrem na
Bolivia (Estado Plurinacional), Brasil e Peru (WHO, 2017).

Como a LV é a manifestacdo da doenca causadora da maior quantidade de 6bitos dentre
as Leishmanioses, ela merece uma maior atencdo. O Brasil estd entre os cinco paises onde
residem 90% dos casos de LV do mundo, atingindo principalmente a populacdo menos
favorecida. Entre 1996 e 2006 foram notificados 50 mil casos de LV, o que faz do pais o de
maior ocorréncia da doenga no nosso continente sendo as crian¢as menores de 10 anos um dos
grupos de maior incidéncia da doenga (BERGNER et al., 2013; NAGY et al., 2000). De acordo
com a OMS, essa € uma das sete endemias mundiais e sua importancia se dd pela elevada
incidéncia e ampla distribui¢do da doenga, além das implicacdes econdmicas, transformando-
se em um sério problema sanitario e econdmico-social.

Nas Américas a LV € causada pela Leishmania (Leishmania) infantum chagasi (L. (L.)
i. chagasi) e transmitida pelos dipteros Lutzomya longipalpis e Lutzomya cruzi (MENDES et
al., 2014). O cao € o principal reservatorio doméstico de L. (L.) i. chagasi e responsével pela
manutencdo desse agente em dreas endémicas (WHO 2010). O agente etioldgico da LV foi
descrito pela primeira vez em 1937 e recebeu o nome especifico de Leishmania chagasi. Trata-
se de um parasita protozodrio pertencente a familia Trypanosomatidae e ao género Leishmania.
A decisdo de considerd-lo uma nova espécie de Leishmania deveu-se principalmente aos
repetidos resultados negativos que se seguiram as tentativas de infeccdo experimental de
cachorros com o parasita, o que o distinguiu do outro agente etiolégico de LV ja conhecida em
alguns paises europeus da Bacia do Mediterraneo como Leishmania infantum (SILVEIRA e
CORBETT, 2010). Entretanto, apenas cinquenta anos apds a descri¢do da Leishmania chagasi,
foi reclassificada através de uma profunda revisao, para o género Leishmania e o parasita como
membro do subgénero Leishmania, espécie Leishmania (Leishmania) chagasi (LAINSON e
SHAW, 1987).

No Maranhdo até o ano de 1984 os dados acumulados demonstram que do total de casos
registrados no estado, cerca de 71.896 foram procedentes da ilha de Sdo Luis. Deste total, o
municipio de Sdo Luis foi responsdvel por 58,5%, Sdo José de Ribamar por 11,5% e 1,8%
diagnosticados na localidade de Pago do Lumiar (COSTA et al., 1995). Em 2014 foram
notificados 557 novos casos e destes houve 293 na faixa etdria de 20 a 49 anos. De janeiro a
julho deste mesmo ano foram notificados 224 casos novos, sendo 114 em pessoas de 20 a 49

anos. Em Sdo Luis, foram confirmados em 2014, 11 casos da Leishmaniose Tegumentar
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Americana (LTA) e em 2015 quatro casos. J4 em relacdo a LV, foram confirmados 51 casos
em 2014 e 32 em 2015 (SES, 2017).

Um dos grandes entraves no acompanhamento da proliferacio da doenca é o
diagnéstico. Embora muitos avancos tenham ocorrido na drea, ainda nio se conhece teste com
100% de sensibilidade e especificidade ao parasita. Por exemplo, em testes parasitolégicos, os
quais chegam a apresentar 98% de sensibilidade ao parasita € necessdrio extrair amostras do
baco tornando tais métodos, no minimo, inadequados para estudos epidemioldgicos
(EDWARDS et al., 2006).

Atualmente, os testes diagnésticos imunoldgicos baseados em aglutinagdo direta
(DAT), reacao de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ensaio imunoenzimético (ELISA) estao
dentre os mais comuns. Os testes de RIFI e ELISA sdo os mais empregados no Pais tanto para
diagndstico de Leishmaniose humana, quanto para a canina (MS, 2014; SRIVASTAVA et al.,
2011). A baixa especificidade associada a necessidade de operadores altamente treinados no
emprego da RIFI torna a técnica dispendiosa além de apresentar como limita¢do a ocorréncia
de ligacdes cruzadas com Leishmaniose tegumentar, doenca de Chagas, maldria,
esquistossomose e tuberculose pulmonar. Por sua vez, o teste de ELISA € de f4cil leitura e
execucdo, porém menos sensivel e especifico que o RIFI (ABBASI er al., 2016).

Portanto, o desenvolvimento de testes diagndsticos precisos para a LV € altamente
desejadvel para controlar a transmissdo e a disseminacdo da doenca. Neste sentido, os
biosenssores baseados em afinidade (ou imunossensores) surgem como uma alternativa que

permite uma andlise rapida e sensivel ao diagndstico de L. Infantum.

1.2 Biossensores

Formalmente, a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) propde a
seguinte definicao para biosensor: “Um biosensor é um instrumento integrado que é capaz de
fornecer uma informagdo analitica especifica, quantitativa ou semi-quantitativa através do uso
de um elemento de reconhecimento biologico (receptor bioquimico) que estd em contato direto
com o elemento de transdu¢do” (THEVENOT et al., 2001). Os biossensores também podem
ser definidos como dispositivos que utilizam um elemento de reconhecimento biolégico como
enzimas, anticorpos, antigenos, tecidos, células ou dcidos nucléicos diretamente ligados a um
elemento de transdugdo, o qual pode ser do tipo eletroquimico, dptico, piezoelétricos, entre

outros.
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A biomolécula faz o reconhecimento do analito mediante uma reacdo bioquimica
gerando um sinal que pode ser resultante de uma variacdo na concentrac¢io de prétons, variacao
de massa, liberacdo de gases, emissao ou absor¢do de luz, mudanga de estado de oxidagdo, entre
outros. O elemento de transducao € o responsdvel por transformar esse sinal bioquimico em um
sinal quantificivel que é processado em um elemento processador de sinal de forma a
possibilitar a quantificagdo do elemento bioldgico.

Para que o biosensor seja apropriado para utiliza¢do na andlise bioquimica é desejavel
que ele possua certas propriedades como boa estabilidade, tempo de resposta eficiente, baixo
limite de detecgdo, alta seletividade e exatiddo. Para tanto, é necessdrio monitorar algumas
propriedades, como o pH, concentracdo, natureza da solucdo tampdo, temperatura, tipo de
imobilizacdo das biomoléculas e efeitos de ativadores, inibidores e interferentes. Os
biossensores podem ser classificados em duas categoriais no que tange a natureza do processo

de reconhecimento bioldgico: biossensores biocataliticos e biossensores de afinidade.

1.2.1 Biossensores biocataliticos

Incluem-se nesta classe os biossensores que t€ém como componente bioldgico as
enzimas, células inteiras ou fragmentos de tecidos. Como relatado por Souto (2012), os
biossensores eletroquimicos usam principalmente enzimas por possuirem alta atividade
biocatalitica e seletividade, devido a forte ligacdo da molécula de substrato pelo seu sitio ativo.

Para Silva (2011), as maiores desvantagens do uso de enzimas na constru¢ido de
biossensores sdo: (i) o fato de apresentarem uma estabilidade relativamente baixa,
principalmente no que diz respeito a variacao das condicdes fisico-quimicas do meio reacional,
(i1) o elevado custo econdmico e (iii) o fato de algumas reacdes enzimdticas requererem co-
fatores que, se ndao foram facilmente regenerados, encarecem ainda mais o uso dos biossensores

enzimaticos.

1.2.2 Biossensores de afinidade

Sao dispositivos nos quais os biorreceptores se ligam as moléculas do analito levando a
formacao ou dissocia¢do de um complexo que promove mudangas fisico-quimicas que podem
ser detectadas pelo transdutor. Esses biorreceptores podem ser anticorpos, receptores de

membrana ou oligonucleotideos. Um biosensor enzimatico converte um substrato em produto
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e o transdutor ird quantificar o sinal ou do substrato ou do produto. Por outro lado, o elemento
bioldgico liga-se especificamente ao analito nos biossensores de afinidade formando um

complexo que o transdutor podera quantificar.

1.2.3 Imunossensores

O imunossensor € um tipo de biosensor baseado na rea¢do imunoldgica de forma que o
antigeno ou anticorpo possa ser imobilizado na superficie do transdutor (RICCARDI et al.,
2002). Os imunossensores sdo ferramentas altamente sensiveis e seletivas, porém geralmente
ndo € possivel reverter o complexo antigeno-anticorpo formado. Neste sentido, a alta
seletividade envolvida no reconhecimento molecular entre antigenos e anticorpos € o principal
fundamento para o desenvolvimento de dispositivos analiticos baseados em imunoensaios.
(OLIVEIRA, 2013)

Os imunossensores podem ser desenvolvidos com facilidade devido a grande variedade
de anticorpos existentes atualmente no mercado, a alta sensibilidade na detec¢cdo do analito e o
baixo custo de producdo. Logo, os mesmos tém sido muito utilizados para a criagdo de novos
meios de diagndsticos precisos para patologias. Consequentemente, tem havido uma grande
busca ao desenvolvimento de imunossensores explorando as mais variadas formas de
transdugdes incluindo a: microbalanca de cristal de quartzo (QCM) (JESUS er al. 2011),
espectroscopia de impedancia eletroquimica (HOU et al., 2016; MAYORGA-MARTINEZ et
al.,2015) e a SPR (SOUTO et al., 2013, SOUTO et al., 2015a, SOUTO et al., 2015b). Embora
essas técnicas sejam ferramentas poderosas para o estudo de interacdes biomoleculares,
algumas delas t€ém sido limitadas pelo menos por seu alto custo instrumental incluindo a
necessidade de cristais de quartzo piezoelétrico de alta freqiiéncia fundamental coberto por
filmes finos de metal nobre ou requer complexa andlise de resposta de freqii€ncia baseada em
circuito equivalente e em analisadores de frequéncia (GRIESHABER et al., 2008).

Neste sentido, a técnica de SPR vem demonstrando grande potencial para a andlise de
processos imunoldgicos devido a sua extrema sensibilidade para pequenas mudangas no indice
de refracdo proxima a superficie do biosensor e a capacidade de detec¢do em tempo real e in

vivo, sem a necessidade de marcadores.
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1.3 Ressonincia de Plasmons de Superficie (SPR)

Segundo Homola (2008) a primeira observacdo de plasmons de superficie foi feita em
1902 pelo fisico Wood, que relatou anomalias no espectro de luz difratada em uma rede de
difraccdo metdlica. Otto (1968) demonstrou que a queda na reflectividade no método de
reflexdo total atenuada (ATR) € devido a excitagdo de pldsmons de superficie. E posteriormente
Kretschmann e Raether observaram a excitacdo de pldsmons de superficie em outra
configura¢do do método de reflexdo total atenuado. Essas obras pioneiras de Otto, Kretschmann
e Raether(1968) estabeleceram um método conveniente para a excitacdo de plasmdes de
superficie.

A andlise de interacOes bioespecificas em tempo real através da técnica de SPR, tem
recebido crescente interesse devido ao conjunto de informagdes que ela pode fornecer acerca
do processo de interacdo biomolecular, como modelos de interacio de afinidade intermolecular,
andlise cinéticas e validacdo analitica. (DAMOS et al., 2004)

A técnica de SPR baseia-se em propriedades dpticas e pode ser empregada para estudos
de fendmenos de superficie mediante o monitoramento da mudanca do indice de refracdo
devido, por exemplo, a ligacdo de uma camada organica a superficie do metal. A SPR é uma
oscilagcdo da densidade de carga longitudinal ao longo da interface de dois meios com constantes
dielétricas de sinais opostos, onde um € metal e o outro € um dielétrico. A escolha do metal a
ser usado € essencial pois o metal deve exibir comportamento de elétrons livres. Os metais mais
adequados sdo prata, ouro, cobre e aluminio, dentre os quais a prata € 0 ouro sao Os mais
empregados. (CARVALHO et al., 2003).

A grande parte dos sistemas de SPR explora a configuracdo de Krestchmann pois nessa
configuragdo o filme metdlico é colocado diretamente sobre o prisma e os pldsmons de
superficie sdo excitados quando o feixe de luz atravessa o prisma e atinge o filme metalico.
Neste caso, sdo explorados sistemas exploram sistemas capazes de proporcionar o fendmeno
fisico da reflexdo interna total.

Na reflexdo interna total, a luz passa entre os meios com indice de refracdo diferentes e
parte da luz € refratada e a outra parte € refletida na interface. Quando o angulo de incidéncia
aumenta o angulo de refracdo também aumenta. Se o angulo de refracdo € 90°, o raio refratado
€ paralelo a interface. O angulo de incidéncia em que isso acontece € chamado angulo critico.
Quando o angulo de incidéncia € maior que o angulo critico a componente do raio refratado €

minima e todo o feixe de luz € refletido.
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Para dngulos de incidéncia superiores ao angulo critico a energia da radiagdo € absorvida
por elétrons livres da placa metdlica de forma a originar um campo eletromagnético evanescente
que sdo propagadas perpendicularmente a interface metal/dielétrico. Quando parte da radia¢ao
excita os elétrons livres na placa metélica e ocorre o fendmeno de SPR. Em decorréncia da
geracdo da onda plasmonica, o feixe de luz incidente transfere energia para a placa metalica
reduzindo a intensidade da luz refletida. Quando o acoplamento entre a onda de plasmons de
superficie e a radiacdo incidente é maxima, o angulo de incidéncia passa a ser chamado de
angulo de SPR critico. Quando o indice de refracdo da superficie acima da placa metélica é
alterado pela adsor¢do de uma camada proteica, por exemplo, o angulo de incidéncia muda para
que o pldsmon de superficie seja excitado.

Contudo, para que as ondas platonicas de superficie (OPS) entre em ressonincia com a
radiacao incidente € necessario que ambas tenham vetores de onda de igual magnitude. Uma
vez que o vetor de propagacdo da OPS € superior ao da onda incidente, a excitacdo da OPS nao
ocorre mediante o contato direto destas ondas eletromagnéticas. Portanto, foram desenvolvidos
sistemas opticos para elevar o momento da onda incidente de forma que a OPS possa receber
energia da onda incidente através de uma transferéncia ressonante de energia. (DAMOS et al.,
2004)

Durante a reflexao interna total ocorre a propagacao de uma fracao da onda incidente na
interface de forma a penetrar no meio de menor densidade 6ptica dando origem a um campo
eletromagnético evanescente (Figura 1 a). Ao se estender até o ambiente esta fracdo da radiagdo
incidente acopla-se aos elétrons livres oscilantes do metal de forma que alteracOes nas
proximidades da interface metal/ambiente promovam uma alteracdo nas condicdes de
ressonancia do sistema. Como resultado, ocorre um deslocamento no angulo (0) SPR. Assim,
€ possivel utilizar o angulo da luz incidente como um parametro de controle do fendmeno de
OPS mediante um monitoramento da refletancia vs angulo de incidéncia de luz (Figura 1 b).
Portanto, mediante o0 monitoramento do indice de refracdo nas proximidades da superficie do
disco sensor, é possivel aplicar a SPR para se obter informacdes sobre velocidade e extensdao
da adsorc¢do, determinacdo de propriedades dielétricas, cinética de associacdo e dissociacdo,
bem como constantes de afinidades em interacOes especificas (Figura 1 c). (DAMOS et al.,
2004)

A instrumentacdo da espectroscopia de SPR pode ser alterada de diversas formas para

medir a variagdo do angulo de ressonancia. Os componentes essenciais de um SPR



23

fundamentado na configuragdo de Krestchmann sdo uma fonte luminosa plano-polarizada, um
prisma recoberto com um filme metédlico em sua superficie e um fotodetector.

Como descrito por Souto (2012), para uma melhor resolucdo dos sistemas de
transdugdo, a superficie de ouro pode ser modificada através das Monocamadas Auto-

Organizadas.

Figura 1 - (a) Representacdo esquemética da configuragdo de Kretschmann para SPR. O dielétrico em
contato com o metal possibilita a transferéncia ressonante de energia incidente para a OPS; (b) Curvas
de refletincia na auséncia (Ospr1) € presenca (Ospr2) de espécies na superficie do filme metélico; (c)
Sensorgrama esquematico representativo entre o angulo SPR (Ospr) e tempo durante a interagdo de
espécies com a superficie do filme metélico.
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Fonte: DAMOS et al, 2004

1.4 Monocamadas auto-organizadas (SAMs do inglés Self-Assembled Monolayers)

O controle e manipulacdo das propriedades das superficies empregadas como
plataformas para o desenvolvimento de biossensores podem proporcionar uma variedade de
caracteristicas atrativas e reduzir efetivamente muitos dos problemas comumente apresentados
por intimeros tipos de biossensores (MEHROTRA, 2016). Neste sentido, varios métodos t€m
sido empregados para modificacdo da superficie de plataformas empregadas no
desenvolvimento de biossensores incluindo a adsorcdo irreversivel de certas substancias que
possuam os grupos funcionais desejados, a cobertura das plataformas com filmes poliméricos,

uso de materiais compositos, entre outras estratégias (SHAIDAROVA et al, 2008).
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Os filmes finos nanoestruturados t€m sido vastamente explorados em diferentes areas,
as quais englobam compostos organicos, poliméricos e bioldgicos, além dos metdlicos e
inorganicos (RODUNER, 2006). A montagem destes filmes ultrafinos é essencial para o
desenvolvimento de dispositivos moleculares e sensores devido a possibilidade de combinacgao
de diversos materiais (MOSSANHA, 2011).

A formacdo das SAMs de tidis sobre superficie metalica constitui um método bastante
interessante de obtencdo de uma superficie com alto grau de ordenacdo controlada
quimicamente (GALLI, 2009). Este tipo de modificacdo emprega camadas monomoleculares
que exibem uma alta organizacdo e que sdo formadas espontaneamente como consequéncia da
imersdao de uma superficie sélida em solucdo constituida de moléculas anféteras. A adsor¢dao
deste tipo de molécula € resultado de uma alta afinidade do grupo funcional do adsorvente pelo
substrato, que apresenta uma especificidade para interagir com a superficie do substrato e a
organiza¢do das moléculas na superficie se d4 através das interacOes atrativas das cadeia lateral
(Van der Waals, liga¢cdes de hidrogénio) (FREIRE et al., 2003).

A principio, a primeira forma de auto-organizacido de moléculas organicas em substratos
sOlidos foi constatada pela formacdo de camadas de derivados de silanos sobre superficies
hidroxiladas de silicio. Essa técnica de producdo de monocamadas era impulsionada pela
formagdo de polissilanos via ligagdo Si—O—Si. Outra forma de producao de filmes finos foi
descoberta por Blodgett, ao desenvolver uma técnica atualmente conhecida como Langmuir-
Blodgett (LB), onde os filmes sdo produzidos através da transferéncia de um filme de Langmuir,
composto por moléculas anfifilicas na interface dgua/ar, para um substrato sélido (COELHO,
2011).

Nuzzo e Allara, em 1983, relataram pela primeira vez o uso de moléculas
organosulfuradas para formagdo de SAM sobre o ouro (FISCHER, 2011). As estruturas
apresentaram formacao espontanea na forma de uma monocamada auto-organizada, resultando
em uma estrutura ordenada e orientada. Mais tarde constatou-se que a adsorcdo dessas
moléculas ocorria através da quimissor¢ao dos tidis na superficie de ouro, formando uma
ligacdo com carater covalente, o que aumentava a estabilidade das monocamadas formadas,
quando comparadas as demais técnicas de producdo de filmes (COELHO, 2011).

Essas caracteristicas tém levado a um uso extensivo de plataformas modificadas,
incluindo: (i) estudos da interacdo de proteinas com superficies metélicas, (ii) estudos de
transferéncia eletrddica direto entre proteinas redox e eletrodos, bem como (iii) na fabricacdo

de biossensores enzimaticos (VERICAT et al., 2010). Além disto, a dimensdo da monocamada,
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que se situa em escala molecular, evita uma difusdo lenta das espécies eletroativas para a
superficie, principalmente quando comparada com a cinética apresentada pelos eletrodos
modificados com filmes poliméricos finos ou por compésitos. As SAMs, ainda, reduzem as
correntes capacitivas e, também, a acumulagdo de espécies indesejadas sobre a superficie do

eletrodo, evitando assim a passivagdo da superficie do eletrodo (GALLI, 2009).
1.4.1 Estrutura das SAMs

Uma forma adequada para se descrever as moléculas que constituem as SAMs, € dividir
a mesma em trés partes, como mostrado na Figura 2: cabeca (grupo ligante), esqueleto (cadeia
principal) e grupo terminal (interage com o ambiente). A cabeca (grupo do S) inicia 0 processo
de organizacao criando uma ligacdo covalente forte entre a molécula e o substrato. Interacdes
intermoleculares entre as cadeias carbdnicas (esqueleto) finalizam o empacotamento de alta
regularidade da monocamada.

O grupo terminal dita as propriedades da superficie. Escolhendo de forma minuciosa o
grupo terminal € possivel se obter uma monocamada hidrofilica ou hidrofébica, com repulsdo
a metais ou atracdo e até escolher um grupo exposto capaz de reagir com moléculas em uma

solucdo (FISCHER, 2011).

Figura 2 - Esquema da formacdo de uma SAM sobre uma superficie de ouro.

[Grupo termlnal]
<« Esqueleto |
/[ Cabeca

=~ [Buperficie de ouro]

Fonte: Proprio autor

As moléculas em monocamada se organizam na vertical com uma inclinacdo dos
esqueletos das moléculas (cadeias carbonicas) em relacdo a superficie do substrato. Esta
inclinacdo € resultado das interacdes de Van der Waals (que buscam a minimizagdo da energia)

entre as cadeias que estdo unidas pelo grupo tiolato (FISCHER, 2011).
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1.4.2 SAMs com diferentes adsorbatos

O grupo terminal de monocamadas ndo influencia somente a organizacao das moléculas
na superficie do substrato uma vez que as terminagdes das SAMs sdo responsdveis pela
interface com o meio reacional e, consequentemente a escolha da funcionalidade do grupo
terminal € crucial para o desempenho requerido (UMEDA e FUKUTI, 2010). Logo, as mudancas
do grupo terminal implicam na alteracdo das propriedades fisicas e quimicas da SAM e isso
tem sido intensamente explorado para producdo de superficies diferenciadas. Vislumbrando a
possibilidade de se obter uma superficie com multiplas funcionalidades, alguns pesquisadores
estudaram o comportamento de monocamadas obtidas a partir de uma mistura de alcanotidis
com diferentes grupos terminais (COELHO, 2011).

Entretanto, o mecanismo de formagdo das SAMs por co-adsorcao de diferentes tidis
ainda ndo € inteiramente compreendido. Alguns estudos mostram a formacdo de fases
segregadas enquanto outros mostram a formacdo de uma mistura homogénea (COELHO,
2011).

Phong e colaboradores (2007) reportaram a formacdo de SAM constituidas por 3
componentes, exibindo dominios distintos constituidos por zonas de composicdo mista
contendo AET-MES (AET = 2-aminoetanotiol; MES = 4cido 2-mercaptoetano-sulfénico,
hidrofilicos e cujas interagdes eletrostiticas parecem favorecer a sua formagdo) e outras
compostas de 1-dodecanotiol (hidrofébico), e que a formagao, composi¢do e predominancia de
cada um dos dominios depende da concentragdo inicial de cada tiol na solucao de formacdo e
do tempo de imersao.

Bain et al. (1989) avaliaram a formacdo de monocamadas a partir de uma solucao
etandlica contendo HS(CH2),CH3 e HS(CH2),OH. Analisando o dngulo de contato formado
com &4gua e hexadecano sobre a SAM mista, os autores concluiram que ndo se observa a
formacdo de fases segregadas, mas sim uma mistura homogénea. Neste caso, 0 comprimento
da cadeia carbdnica influencia diretamente a formacao da mistura homogénea. Isso ocorre por
que a interacdo de Van der Waals entre as cadeias carbOnicas sdo as mesmas para ambos 0s
tidis. No entanto alterando o solvente empregado, pode se favorecer a adsor¢ao de um dos tidis
em relacdo ao outro. Em solventes polares observa-se que a adsor¢do do componente apolar é
favorecida devido as interacdes entre os grupos metilenos serem favorecidas pela baixa
solvatacdo do tiol. A situacdo inversa também € observada, onde, em solventes apolares a

adsor¢do do componente mais polar é favorecida.
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Existem trés maneiras para realizar a co-adsorcao de tidis para a formacao das SAMs
mistas: imersdao em solu¢do contendo ambos os tidis precursores; substituicdo eletroquimica
seletiva de ti6is adsorvidos e controle estrutural da superficie do substrato.

A co-adsor¢do de tidis em solucdo frequentemente produz monocamadas com
componentes misturados homogeneamente. A obtencdo de uma SAM mista com fases bem
organizadas e separadas com a simples imersdao do substrato em solucdo dos tidis precursores,
exige atencdo a alguns fatores importantes. Deve-se escolher tiis com estruturas quimicas que
garantam interacdes laterais mais estdveis com moléculas com a mesma estrutura (SMITH et
al., 2001). Dessa forma, a formacdo de ilhas contendo majoritariamente um dos componentes
da mistura serd favorecida e a SAM mista apresentard dominios distintos. Em resumo, ilhas
com diferentes dominios e didmetros podem ser obtidas a partir do controle da fragdo molar e
estrutura quimica dos tidis precursores, tempo de adsorcao e condi¢des superficiais do substrato
(O’DWYER et al., 2004; SMITH et al., 2001).

Quando se deseja a formacdo de uma SAM mista com fases distintas, mas o0s
componentes da mistura sdo estruturalmente semelhantes, a co-adsorcdo simultdnea nao pode
ser empregada, visto que a probabilidade de se formar uma mistura homogénea é grande
(KAKIUCHI et al., 2001).

A substitui¢do eletroquimica seletiva é realizada em duas etapas. A primeira etapa
consiste na formag¢do de uma SAM mista por co-adsor¢do de tidis com estruturas quimicas
diferentes para criar a plataforma artificial com fases separadas (PHONG et al., 2008). Para
1Ss0, emprega-se uma mistura contendo um dos componentes desejados e um tiol que possa ser
dessorvido seletivamente da superficie aplicando um determinado potencial. A dessorcao do
tiol cria vacancias na monocamada que podem ser ocupadas pelo segundo (HOBARA et al.,
1999). Na segunda etapa a SAM mista € obtida pela imersdo do substrato contendo somente o
primeiro componente (e regides de vacincias) em uma solu¢do do segundo componente da
mistura. Com isso, t€ém-se uma SAM mista com fases segregadas mesmo que os tidis sejam
estruturalmente semelhantes. A vantagem desse método ¢ a formagdo de dominios pré-
estabelecidos dos tidis, os quais podem ser controlados pela fragdo molar das espécies em
solugdo responsaveis pela formacao da plataforma artificial (COELHO, 2011).

A distribuicao dos dominios de diferentes tidis nas SAMs pode ser obtida também pelo
controle estrutural da superficie do substrato. Utilizando a Deposi¢ao sob Regime de Subtensao
(DRS) de um metal sobre o substrato, sitios heterogéneos sdo gerados a nivel molecular.

Imergindo o substrato em solug@o contendo um dos tidis forma-se uma SAM sobre toda a
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superficie. No entanto os sitios gerados com a DRS podem ser dissolvidos aplicando um
potencial para oxidacido do metal. Assim formam-se ilhas com a superficie do substrato exposta.
Para a obtencdo da SAM mista basta que o substrato seja imerso em uma solu¢io contendo o
segundo tiol, o qual adsorverd sobre os sitios expostos, formando assim dominios distintos

(SHIMAZU et al., 2002).

1.4.3 Preparacdo das SAMs sobre superficies de ouro

A preparagdo da monocamada possui um papel fundamental no desempenho
eletroanalitico do eletrodo modificado. A estrutura da monocamada depende fortemente do
substrato e de sua morfologia, da natureza do acoplamento e das forcas intermoleculares entre
as moléculas do adsorbato. Considerando-se que a espessura final da monocamada é de
dimensao molecular e que, em muitos casos, o substrato ndo € atomicamente plano sobre toda
a superficie do eletrodo, a existéncia de defeitos na monocamada (que sd@o muitas vezes
chamados de “pin-holes”) ¢ inevitavel. Tais defeitos podem ter um efeito pronunciado no
comportamento eletroquimico do eletrodo, que se pode assemelhar a um arranjo de
ultramicroeletrodos. Assim, o pré-tratamento das superficies dos eletrodos é muitas vezes um
pré-requisito importante antes da montagem da monocamada. Uma grande variedade de
procedimentos tem sido reportada, incluindo tratamentos térmicos e quimicos, ou ainda pré-
tratamentos eletroquimicos, todos objetivando produzir superficies limpas, homogéneas,
relativamente planas e reprodutivas. (FREIRE et al., 2003)

O protocolo mais comum para a preparagdao da SAM em ouro, prata, paladio, merctrio
e outros materiais € a imersao de um substrato previamente limpo em uma solugdo etandlica de

tidis diluida.

a) Limpeza do substrato de ouro

O substrato mais utilizado para a constru¢do das SAMs € o ouro. A quimissor¢ao de
tiolatos sobre o ouro ocorre espontaneamente. Dentre as razdes de o ouro ser o metal preferido
e a classe mais utilizada para a formacdo das SAMs a partir do ponto de vista eletroquimico
pode-se citar: sua relativa inércia; a formacdo de monocamadas bem empacotadas; forte
interacdo especifica e estabilidade com o enxofre, permitindo a formac¢do de monocamadas na

presenca de muitos outros grupos funcionais; além de ser um metal facil de ser obtido na forma
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de coldide ou filme fino e apto a estudos bioldgicos ja que muitas células podem aderir em sua
superficie (MOCCELINI et al., 2010)

As técnicas de pré-tratamento mais utilizadas para a purificagao da superficie de ouro
s30 os polimentos mecanicos com alumina; a oxidacdo quimica por meio da radiacio UV,
plasma de O2 ou por solugdo fortemente oxidante como H2SO4/H>0:> (conhecida como solugdo
“piranha”); limpeza eletroquimica realizada em solu¢fio 0,5 molL! de H2SO4 pela ciclagem no
potencial do eletrodo de ouro entre -0,15V e 1,8V (vs. Eletrodo de calomelano saturado — ECS),
redugdo quimica com etanol, muito utilizado apds tratamento eletroquimico para certificar a
limpeza da superficie e/ou a combinacdo de duas ou mais técnicas.(CANCINO et al., 2013)

A formac¢do da monocamada deve ocorrer imediatamente apds o pré-tratamento, pois a

exposicao pode acarretar em uma nova adsorcdo de impurezas.

b) Escolha do solvente

O solvente pode interferir na cinética de formacdo e mecanismo de organizacdo das
SAMs. O parametro que governa a adsor¢c@o do tiol estd relacionado a interacdo solvente-
substrato e solvente-adsorbato. Se as moléculas tioladas possuem mais afinidade pelo solvente
que pela superficie metdlica, a taxa de formacdo da SAM serd altamente afetada. Por outro lado,
se o solvente possuir grande afinidade pelo substrato pode ocorrer um impedimento da troca
das moléculas do solvente pelas do adsorbato, dificultando a adsor¢do do tiol (Carvalhal, 2005).

Por apresentar caracteristicas como baixo custo comercial, alta pureza, pouca toxicidade
e por dissolver uma variedade de tidis das mais diferentes polaridades e tamanhos de cadeias

carbonicas, o etanol € o solvente utilizado com mais frequéncia no desenvolvimento das SAMs.
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¢) Concentracdo do adsorbato e tempo de imersao

Termodinamicamente a organizacdo das SAMs sdo espontaneas, visto que a energia
livre de gibbs AG € muito baixa, portanto, a energia adquirida entre as interacdes laterais da
cadeia carbonica € suficiente para sobrepor essa barreira energética (GOODING et al., 2003).
Por isso, apesar da adsor¢c@o dos alcanotidis ser espontdnea a organiza¢do demanda tempo
(GARCIA-RAYA et al., 2008).

A concentracdo e o tempo de imersdo sdo inversamente proporcionais, ou seja, baixas
concentracoes de tidis em solugdo requerem tempos maiores de imersao (BENSEBAA et al.,
1997). Experimentalmente, as SAM formadas em solu¢des bem diluidas, menores que 1 pmol
L', mesmo em tempos longos de imersdo, como os de uma semana, ndo exibem as mesmas
propriedades fisicas que aquelas formadas em solu¢des mais concentradas (BAIN e al., 1989).
Isto ocorre pois a ndo saturacao da superficie devido a um pequeno numero de tidis adsorvidos
faz com que essa superficie seja mais acessivel a ligagdo de impurezas ou outros compostos
contendo enxofre. (SOUTO, 2012)

Muitos estudos empregando espectroscopia e eletroquimica sugerem que as SAM
formadas em solugdes contendo 10 pmol L' do respectivo tiol, ndio mudam significativamente
com o aumento do tempo de imersdo acima de 18 horas. Entretanto, como citado por Souto
(2012) e Mendes (2006), tempos de imersdo maiores melhoram a reprodutibilidade e

confiabilidade das SAMs, principalmente em estudos de transferéncia de elétrons.

1.5 Desenvolvimento de novas plataformas para construcio de imunossensores

empregando monocamadas auto-organizadas (SAMs)

Devido as caracteristicas apresentadas pelas SAMs, nas quais facilitam a imobiliza¢ao
de espécies sem a utilizagdo de matrizes complexas. Com isso estas estdo sendo cada vez mais
utilizadas para a construcao de biossensores, pois um dos grandes desafios para a construcao
de biossensores mais sensiveis, robustos e de maior confiabilidade é a imobilizacdo das
biomoléculas sobre superficies condutoras, em sua forma estdvel e com a manutencio de suas
propriedades bioldgicas de reconhecimento (GALLI, 2009).

Ramos-Jesus e colaboradores (2011) propuseram um imunossensor piezoeletrico para
determinar anticorpos de Leishimania Chagasi em soro canino através de SAM. A SAM foi

montada no eletrodo de cristal de quartzo pela interagdo tio-ouro, no qual o tiol utilizado foi o
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aminoetanotiol cisteamina. Os grupos amina da cisteamina promovem sitios reacionais para
ligacdes covalentes com o glutaraldeido e em seguida o antigeno rLci2B-NH6 é imobilizado
através da base de Schiff, via glutaraldeido-histidina. Essa imobiliza¢do foi dada colocando
sobre a superficie do eletrodo de quartzo uma solu¢ao de 50 mM de cisteamina por 2h, sendo
posteriormente, incubado o glutaraldeido 2,5% (v/v) por 45 min. Entdo, o eletrodo modificado
foi incubado com o antigeno rL.ci2B-NH6 (3mg/mL) por 1h. Na édrea ativa do cristal de quartzo
foi aplicado 200 pL do soro canino na dilui¢ao de 1:400 em tampao PBS por 15 min e entao
analisado. O imunossensor apresentou boas respostas para o antigeno recombinante L. Chagasi
com coeficiente de correlagdo de 0,981.

Souto e colaboradores (2013) desenvolveram um imunossensor plasmoOnico para
deteccao de anticorpos de anti-Leishmania infantum em soro canino e para isso utilizaram
monocamadas auto organizadas de 11-MUA sobre um disco sensor de SPR. A SAM foi
produzida imergindo o disco de ouro em uma solucdo alcodlica de 11-MUA por 24h. Para a
montagem do imunossensor, o grupo terminal da SAM foi ativado previamente em uma solugdo
aquosa de EDC-NHS (100 mmol L' de EDC e 150 mmol L' de NHS) por aproximadamente
15 min para posterior imobiliza¢do da proteina covalentemente. Depois de ativado, o antigeno
bruto de L. infantum (50 ug mL™7) foi adicionado 3 SAM ativada. Os testes analiticos do
imunossensor frente a amostras de soro nas diluicdes de 1:50 até 1:6400 resultaram em
coeficiente de correlacdo de 0,995, uma boa linearidade e boa seletividade.

Cabral-Miranda e colaboradores (2014) utilizaram a SAM para confeccionar um
imunossensor piezoeléctrico com anticorpos monoclonal anti-L. Infantum para deteccdo do
antigeno parasita em tecido do baco infectado com Leishmania Infantum. A SAM foi preparada
colocando sobre a superficie do eletrodo de ouro quatzo uma solugdo de 50 mM de cisteamina
por 2h em seguida, o imunossensor foi preparado incubado o glutaraldeido 2,5% (v/v) por 45
min, e adicionaram o anticorpo monoclonal anti-L. Infantum com o bloqueador por
aproximadamente 2h. Entdo, os extratos do baco infectado com Leishmania Infantum nas
diluigdes de 1:1000, 1:2000 e 1:4000, foram injetadas no imunossensor e incubado por 15 min.
O imunossensor apresentou um uma boa linearidade e seletividade, mostrando que ele pode ser
utilizado para diagnosticar leishmaniose devido a sua alta especificidade, detectando 1.8 x 10*
amastigota/g de baco infectado.

Souto e colaboradores (2015b) propuseram um imunossensor com a intera¢ao entre uma
proteina recombinante € um dendrimero para imunodiagndstico de leishmaniose visceral

através de andlise de SPR. A SAM foi formada pela adsor¢do da cisteamina sobre a superficie



32

do disco de ouro, adicionando solucio alcodlica 2 mmol L' da mesma por 24h. Em seguida o
grupo terminal da SAM foi ativado com uma solu¢do aquosa de glutaraldeido 2,5% (v/v) por
aproximadamente 15 min. Entdo, a solu¢do metandlica de PAMAN(G4) 10% foi adicionado
sobre 0 CYS—SAM/Au durante a noite. Antes da incubacdo com o antigeno recombinante C1
50 ug mL!, os grupos aminas do dendrimero foram ativados com glutaraldeido 2,5 % por
aproximadamente 30 min. Apds a incubagao da C1 o imunossensor estava pronto para a analise
do anticorpo anti-C1, o qual apresentou uma 6tima linearidade para dilui¢des até 1:12800 com
baixo limite de detec¢io (LD=7.37 nmol L) e quantifica¢do (LQ = 7.83 nmol L),

Souto e colaboradores (2015a) mostraram a viabilidade das técnicas SPR e QCM para
determinagdo de anticorpos de LV através de uma nova proteina recombinante quimérica
(CP10) utilizando SAM. Foi adicionado 11-MUA na concentragio de 1,0 mmolL"! por 24h,
para a formacao da SAM na superficie do ouro. Entao o grupo carboxilico terminal da SAM foi
ativado com a adi¢io do EDC-NHS (100 mmolL! de EDC e 150 mmolL"' de NHS) por
aproximadamente 10 min. Apés a ativacio, foi adicionado 467 nmol L'! do recombinante CP10.
Entdo, o imunossensor foi utilizado para a detec¢do do anticorpo anti-L. infantum, o qual
apresentando baixos limites de detec¢do para ambas as técnicas SPR (LD = 4.23 nmolL!) e
QCM (LD = 4.61 nmolL™"). O imunossensor apresentado pelos autores mostrou-se vidvel para
a determinacdo de anti-CP10 tanto para o SPR quanto por QCM.

Ramos-Jesus e colaboradores (2016) desenvolveram um imunossensor piezoelétrico
usando nanoparticula de ouro (AuNP) e antigeno recombinante rL.ci2B para deteccdo de
anticorpos de Leishmania infantum em soro canino. O imunossensor foi preparado inicialmente
pela adicdo de uma solucao de nafion 5% na superficie do eletrodo de cristal de quartzo e seco
a temperatura ambiente por cerca de 2h. Posteriormente uma suspensdo contendo cisteamina
modificada com nanoparticula de ouro foi adicionanda ao filme, deixando incubar por 1h. Antes
da imobilizacdo do antigeno na superficie do AuNP, o rLci2B foi pré-incubado com EDC-NHS
por 1h. Feito isso, o eletrodo modificado com AuNP foi incubado com rLci2B (3pug mL™!) por
1h. Apés a incubacdo foi adicionado uma solucdo 1:1 contendo 50 mmolL' de glicina e 2,5 %
(m/v) de BSA por 45 min. Com isso, 0 imunossensor estava pronto para detec¢do da anti-L.
infantun, o qual apresentou uma boa linearidade (r = 0,989) para determinag¢do do soro nas
diluicoes de até 1:6000, mostrado ser um promissor diagnostico para leishmaniose visceral.

Como exposto, os imunossensores que utilizam SAMs tém despertado grande interesse
para a imobilizagdo de antigenos brutos e/ou recombinantes como uma alternativa para detec¢ao

de anti- L. infantum e a SPR tem se apresentado como sistema mais promisor.
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2  OBJETIVOS

2.1 Geral

Esta monografia visa a constru¢do de filmes fundamentados em SAMs como suporte
para o desenvolvimento de imunossensores para anticorpos de Leishmaniose visceral canina

mediante imobiliza¢do de antigenos recombinantes de Lashmania infantum.

2.2 Objetivos especificos

v" Confeccionar e avaliar eletroquimicamente SAMs simples ¢ mista de tidis organicos 11-
MUA e 3-MPA;

v' Ativar os grupos terminais das SAMs utilizando EDC-NHS;

v Avaliar o efeito de diferentes SAMs na imobilizacédo de antigenos recombinantes de L.
infantum;

v’ Investigar o processo de interacdo antigeno-anticorpo e caracteristicas analiticas
empregando SPR frente a amostras reais de soro canino positivo e negativo para L.

infantum.
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3 METODOLOGIA

3.1 Reagentes e solucoes

Todos os reagentes utilizados foram de alta pureza analitica e foram empregados sem
etapas de purificacdo adicionais. Os reagentes 4cido 11-mercaptoundecandico (11-MUA),
acido 3-mercaptopropionico (3-MPA), EDC, NHS e ferricianeto de potdssio foram obtidos
junto a Sigma—Aldrich®. Cloreto de potassio, hidréxido de sédio, fosfato de sédio monobasico
foram adquiridos junto a Isofar®. Acido sulfiirico PA e 4lcool etilico (99,5%) foram adquiridos
da Merck®.

A solucdes etandlicas de 11-MUA, 3-MPA bem como a solu¢do de EDC-NHS foram
preparadas previamente ao uso para evitar os efeitos associados as suas decomposicoes
provocando reacoes indesejaveis. Todas as outras solucdes foram preparadas utilizando dgua
destilada e ultrapurificada através do sistema purificador de 4gua osmose reversa da

GEHAKA®, modelo OS10LXE.
3.2 Equipamentos

Os testes de voltametria ciclica e impedancia eletroquimica foram feitos utilizando um
potenciostato/galvanostato da AUTOLAB® conectado a um computador com os softwares

GPES para voltametria e FRA para impedancia. Verificado na Figura 3.

Figura 3 - Potenciostato/galvanostato da AUTOLAB® utilizado nas medidas eletroquimicas

Fonte: Proprio autor

As medidas eletroquimicas foram realizadas em um sistema com: um célula de vidro
com tampa em Teflon® de capacidade para 10,00 mL, trés eletrodos, sendo o eletrodo de
trabalho um eletrodo de ouro, um eletrodo de referéncia Ag/AgClsa) em KCl e o contra-eletrodo

um fio de platina, como verificado na Figura 4.
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Figura 4 - Célula eletroquimica utilizada nos testes VC e EIE.

Fonte: Préprio autor

Para analisar as interacdes biomoleculares, utilizou-se um equipamento de SPR, modelo
AUTOLAB® Springle, combinado a um prisma de vidro e um disco de vidro recoberto com um
fino filme de ouro. O equipamento opera com um diodo de laser de He-Ne com emissdao em um
comprimento de onda de 670 nm, que utiliza um espelho vibratdrio para modular o angulo de
incidéncia do feixe de luz p-polarizada sobre o substrato de SPR. A intensidade da luz refletida
¢ detectada por um fotodiodo. Utiliza-se a configuracdo de Kretschmann (baseada na reflexao
interna total atenuada), que é a configuracao mais utilizada em SPR. O equipamento de SPR e

o prisma de vidro estdo apresentados na Figura 5.

Figura 5 - Espectrometro de SPR da AUTOLAB® Springle utilizado para as medidas 6pticas (1) e
prisma de vidro em que se colocava o eletrodo de disco de ouro (2).

Fonte: Préprio autor
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Os experimentos de Microscopia Eletroquimica de Varredura foram realizados
utilizando um microscépio da marca Sensolytics (Bochum, Germany) acoplado a um bi-
potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT 128 N da Eco chemie (Utrecht, Netherlands). As
imagens e as curvas de aproximagao foram feitas utilizando o modo de feedback do SECM em
uma configuragdo com quatro eletrodos a temperatura ambiente que utiliza uma fase de
tradugdo em trés eixos conduzidos por 3 motores de passo (eixo X, y € z) para posicionar a tip.
As sondas utilizadas foram ultramicroeletrodos (UMEs) de platina com raio @ de 5 um e RG
~10 (RG ¢ a relacdo entre o raio da parte isolante (vidro), rg, e a parte condutora condutora
(platina), entdo RG=rg/a ) sendo aplicado neste um potencial de -0,2V vs Ag/AgCl, um

potencial escolhido realizando voltametria ciclica com a sonda de Pt ad > 500 um.

3.3 Limpeza do eletrodo de ouro

Um dos parametros importantes para a modificacdo de uma superficie com um tiol € a
limpeza adequada do eletrodo ou disco de ouro. Assim, previamente a utilizag¢do, o disco de
ouro foi imerso em solugdo "piranha", uma mistura de 30% de H>O> e H>SO4 concentrado (na
propor¢do 1:3, v/v) durante 2 minutos. Logo apos, a superficie foi lavada abundantemente com
agua. Este procedimento de tratamento de superficie € amplamente utilizado, pois é capaz de
produzir superficies limpas, altamente reprodutiveis.

O eletrodo de ouro foi também limpo, eletroquimicamente, anteriormente a modifica¢io
da sua superficie com o tiol. O processo de limpeza consistia em polir mecanicamente a
superficie de ouro em alumina. Em seguida, os voltamogramas ciclicos foram obtidos em
solucdo de H>SO4 0,5 molL! a uma velocidade de varredura de 50 mVs™', no intervalo de
potencial compreendido entre -0,2 a 1,5 V vs. Ag/AgClsay durante 20 ciclos para proporcionar
alimpeza eletroquimica do eletrodo de trabalho. O voltamograma com o perfil tipico de limpeza

do eletrodo de ouro esta apresentado na Figura 6.
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Figura 6 - Voltamograma ciclico obtido para a superficie de ouro ap6s limpeza em solugio 0,5 molL™!
de H>SOs, com velocidade de varredura v de 50 mVs™!, AE de -0,2 a 1,5 V vs Ag/AgCl.
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Fonte: Proprio autor

3.4 Construcao e caracterizacao das monocamadas simples e mistas.

Para a formagdo da monocamada na superficie do eletrodo de ouro e do disco de ouro,
os mesmos foram submersos em solucdes etandlicas de 11-MUA, 3-MPA e em mistura de 11-
MUA e 3-MPA (1:1). Foram testadas as monocamadas simples de 11-MUA e 3-MPA e a
monocamada mista formada pela combinagdo desses dois tidis na propor¢do 1:1. A
concentragio utilizada foi de 1 mmolL"! para cada tiol e o tempo de adsorcdo foi de 24 horas.
ApOs essa etapa, o eletrodo era retirado da solugdo e levado para a célula eletroquimica.

A caracterizacdo quanto a formacdo das monocamadas de 11-MUA e 3-MPA na
superficie do eletrodo de ouro, foram realizadas pelas técnicas de VC, SECM, DR e EIE. Os
voltamogramas foram feitos em solucdo aquosa contendo ferricianeto de potdssio
(K4[Fe(CN)g]) SmmolL" e cloreto de potassio (KCI) 0,1 molL"!, como sonda redox, utilizando
o software GPES.

A dessorcao redutiva, por meio da técnica de Voltametria de Pulso Diferencial, foi
utilizada com o objetivo de dessorver as moléculas de 11-MUA e 3-MPA na superficie do
eletrodo, usando o software GPES. Os voltamogramas foram obtidos em solugdo aquosa de
KOH 0,1 molL!, a 20 mV/s. Previamente a esse procedimento, a solucdo de KOH fora

desaerada com gés nitrogénio durante cerca de 10 minutos.
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Os estudos de impedancia também em solu¢do aquosa contendo como sonda redox 5
mmolL"! de ferricianeto de potdssio em 0,1 molL! de KCI. As medidas foram feitas através do
software FRA, em potencial aplicado (média das correntes de pico anddico e catdédico obtidos
pelos voltamogramas, a uma velocidade de varredura de 25 mV/s) e em potencial de circuito

aberto (OCP — Open Circuit Potential), com faixa de frequéncia de 0,1 a 10° Hz.

3.5 Ativacao dos grupos funcionais da SAM

Para ativacdo dos grupos carboxilicos terminais da SAM foram injetados 500 pL de
uma mistura aquosa contendo EDC-NHS (100 mmol L' do 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC) e 150 mmol L! de N-hidroxisuccinimida (NHS), em um tempo de 30 min.

3.6 Construcao do imunossensor através da SPR

Para a constru¢do do imunossensor foi realizada a imobilizagdo do antigeno da proteina

C8 sobre a SAMs de 11-MUA e 3-MPA na superficie do disco de ouro.

3.7 Adicao de antigenos de proteina C8 sobre o disco de ouro e deteccao da

imunorreacio entre antigenos de Leishmania e anticorpos anti-Leishmania via SPR

O sensor contendo a SAM previamente ativada foi colocado sobre o prisma de vidro do
SPR. Em seguida, adicionou-se 100 pLL do antigeno da proteina C8 de concentracdo 75 pg/mL
na superficie do ouro e esperou-se 30 minutos. As medidas iniciavam-se com a injecao de 200
uL de tampao PBS pH 7,4 para a lavagem da superficie e obten¢do de uma linha de base.
Trabalhou-se neste pH por ser um valor préoximo ao pH fisiolégico, e também por contribuir
para preservacdo das amostras biolégicas. Logo apds a estabilizacdo da linha de base, foram
injetados sobre a superficie 60 uL. do anti-Leishmania. Foram testadas as seguintes dilui¢des
do anticorpo anti-Leishmania: 1:40, 1:80, 1:160, 1:320, 1:640 e 1:1280. A imunorreacdo entre
o antigeno e o anticorpo foi visualizada através da mudanca do angulo de SPR em func¢ao do
tempo de interagcdo. Posteriormente a adi¢do dos antigenos, a superficie foi lavada varias vezes

com tampao PBS pH 7,4 para remover o excesso de antigeno ndo-ligante.
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3.8  Producao do antigeno recombinante de Leishmania infantum

a) Selecao

A proteina recombinante foi selecionada de acordo com quatro diferentes critérios. i),
ndo ter sido previamente descrito na literatura exceto em anotagdes automdticas de genomas de
sequéncia do tripanossomatidae e suas pesquisas (FARIAS et al., 2011). ii), observado das
proteinas em espécies de Leishmania. iii), deve apresentar epitopos célula B da predi¢cdo de dois
softwares simultaneamente (BCPreds e ABCPred) (FONSECA et al., 2014). iv), epitopos que
nao poderia reagir com o soro canino infectado com Tripanosoma cruzi nem com soros caninos
sauddveis em imunotransferéncia foram mapeados; consequentemente, seus epitopos devem
ser altamente imonogénico quando testado com soro canino infectando com L. infantum
(FARIAS et al., 2011). A proteina estudada no artigo foi nomeada hipoteticamente como

proteina C8.

b) Produgdo da proteina recombinante

O nucleotideo e a sequéncia de dcido amino usado no estudo foi obtido do Centro
Nacional de Informacdes Bioldgicas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Inicialmente, o DNA
genOmico foi extraido da L. infantum (MHOM/BR/1972/BH46) usando o mini kit de DNA
QIAamp (QIAGEN) e usado como modelo no PCR. A exportacdo e os primers reversos, foram

projetados usando o software Oligo Explorer 1.4 (www.genelink.com/tools/gl-oe.asp) e o

Primer Premier 5.0 (www.premierbiosoft.com/primerdesign/). A reacdo de amplificacdo foi

realizada seguindo as seguintes condi¢Oes: primeira desnaturacdo a 94°C por 5 min seguida por
25 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 1 min, anelamento a 54°C (C1 e C8) por 1 min e extensao
a 72°C por 1 min, e uma extensao final por 5 min.

O produto da PCR foi clonado no site de restricao Nhel/HindIII do vetor pET-28*-TEV,
no qual habilitou um residuo de 6 tags de histidina para ser fundido com a proteina. Depois,
células eletrocompetentes de Escherichia coli (BL21 strain) foram transformadas com o
plasmideo recombinante. Para alcangar a expressao proteica, uma tinica coldnia foi crescida em
média 2xYT (1,6% Bactotryptone, 1% yeast extract, 0,5 NaCl) contendo kanamicina 0,05 mg
mL™"! por 16h. Esta cultura foi incubada em 1 L de 2xYT fresco com kanamicina, mantendo

sobre algumas condi¢des acima descritas e induzidas com 0,5 mmolL"! de IPTG (isopropyl-B-


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.genelink.com/tools/gl-oe.asp
http://www.premierbiosoft.com/primerdesign/

40

D-thiogalactopyranoside) onde a cultura atingiu uma densidade 6tica de 0,6 a 600 nm. O cultivo
foi realizada por 4 h a 37°C, e as células foram entdo lisadas por cinco passagem através de um
homogeneizador (EmulsiFlex™ C3). Depois, a proteina recombinante foi purificada usando
uma coluna HIS-trap de 5 mL (GE Healthcare Life Science) acoplada a um sistema

cromatogréafico AKTA Prime (GE Healthcare Life Science).

¢) Soro Canino

As amostras de soro positivo de LVC foram coletadas de caes infectados naturalmente
com antigeno L. infantum de regides endémicas de Belo Horizonte, Brasil. Para essas amostras,
os diagndsticos foram feitos por métodos soroldgicos IFAT e ELISA no Laboratério de
Leishmaniose da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo Horizonte, Brasil. Para
o controle negativo, as amostras de soro canino foram obtidas de cdes sadios obtidas em dreas
nao endémicas. Os procedimentos foram realizados de acordo com o comité de ética em uso de
animais (Ethics Commitee in the Use of Animals/Federal University of Minas Gerais), obtido

aprovacdo sob o nimero de protocolo 161/2013.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao das monocamadas auto-organizadas simples e mistas de acido 11-
mercaptoundecanoico e acido 3-mercaptopropionico por Voltametria Ciclica (VC) e

Microscopia Eletroquimica de Varredura (SECM)

A Voltametria Ciclica (VC) tem sido amplamente utilizada para avaliar as
caracteristicas eletroquimicas das SAMs confeccionadas sobre superficies metalicas
(ECKERMANN et al., 2011). Segundo Chidsey e Loiacono (1990) a avaliacdo de processos
redox de sondas eletroquimicas, como o hexacianoferrato de potassio (K3[Fe(CN)g]), trata-se
de uma ferramenta importante e ttil no monitoramento de superficie metalica modificadas com
moléculas de cadeias carbOnicas com natureza hidrofébicas.

Assim, para avaliar as caracteristicas voltamétricas resultantes das SAMs de 11-MUA
e 3-MPA na superficie do eletrodo de ouro utilizou-se a técnica de VC. Na figura 7 sdo
apresentados os voltamogramas ciclicos obtidos para o eletrodo de ouro limpo e modificado
com monocamadas simples e mistas na proporcao 1:1 de 11-MUA e 3-MPA. As monocamadas
foram confeccionadas mediante exposi¢ao dos substratos metélicos as solu¢des dos tidis por 24
horas e, posteriormente, as medidas voltamétricas foram realizadas na presenga da sonda redox

ferricianeto de potassio (5 mmolL™") em 0,1 molL"! de KCL

Figura 7 - Voltamogramas ciclicos obtidos para o eletrodo limpo e modificado com monocamadas
simples de 11-MUA e 3-MPA e com a monocamada mista de 11-MUA e 3-MPA na proporcao 1:1 (v/v).
As SAMs foram confeccionadas a partir de solugdes de concentragdo 1mmolL! e incubadas pelo
periodo de 24 horas. Todos os VCs foram obtidos em 5 mmolL™" de ferricianeto de potéssio em 0,1
molL"! de KCI a uma velocidade de varredura do potencial elétrico de 100 mVs™'.
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Fonte: Préprio autor
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A partir dos voltamogramas apresentados na Figura 7, nota-se que o comportamento
eletroativo da sonda redox € suprimido totalmente quando o substrato foi coberto com a
monocamada de 11-MUA tendo em vista que a mesma inibe totalmente os processos faradaicos
no sistema. Por ser um alcanotiol de cadeia longa, como visto da Figura 8, a monocamada de
11-MUA favorece a separacdo de cargas na dupla camada elétrica de forma a promover uma
grande reducgdo da capacitancia da interface eletrodo/SAM/solucdo. Além disso, como descrito
por Luz e colaboradores (2015) as espécies eletroativas em solug@o ficam mais distantes da
superficie do eletrodo, o que reduz a velocidade de transferéncia eletronica quando comparada
com a superficie ndo modificada. Percebe-se entdo que a modificacdo da superficie de ouro

com 11-MUA resulta na formagdao de uma SAM extremamente compacta e com eficiente

capacidade de bloqueio do acesso da sonda redox a superficie metélica.

Figura 8 - Estrutura do tiol 11-MUA

OWSH

Fonte: Proprio autor

Por outro lado, a SAM de 3-MPA apresentou uma menor capacidade de inibi¢do do
carater dos processos redox da sonda eletroativa. Por ser um tiol de cadeia curta, como visto na
Figura 9, essa monocamada ndo foi capaz de evitar que os processos faradaicos da sonda redox
ocorram, os quais podem ocorrer tanto via os defeitos presentes na SAM bem como via
tunelamento quéntico de elétrons através da cadeia carbodnica dos alcanotidis até a superficie do

eletrodo (LUZ, 2014).

Figura 9 - Férmula estrutural do tiol 3-MPA

o
\—OH
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Fonte: Préprio autor
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Para a monocamada mista, na propor¢do 1:1, tem-se um comportamento eletroquimico
intermedidrio em comparacao as monocamadas simples. De acordo com Coelho (2011) o perfil
voltamétrico da SAM mista apresenta contribui¢des de transporte de massa linear semi-infinito
(caracteristico de eletrodos convencionais) e hemisférico semi-infinito (caracteristico de
ultramicroeletrodos).

Dentre os parametros eletroquimicos envolvidos no processo transferéncia eletronica na
interface eletrodo/solugdo, a constante de transferéncia eletronica heterogénia aparente, kappo,
reflete quantitativamente a natureza dos processos redox da sonda na interface eletrodo/solugao.
Neste sentido, o valor de kapy’ tem sido comumente estimado mediante o uso de uma sonda de
transferéncia de elétrons da esfera externa (como por exemplo, o ferricianeto de potdssio)
mediante o registro de sucessivos voltamogramas ciclicos a diferentes velocidades de
varredura. A determinagio do Kapp° por voltametria ciclica é realizada mediante o emprego do
método de Nicholson a partir dos potenciais de pico de oxidag¢do e reducdo e das respectivas
velocidades de varredura do potencial elétrico. Embora o método de Nicholson tenha sido
amplamente usado para determinar as constantes de velocidade de reacdes de transferéncia de
elétrons quase reversiveis, ele deve ser empregado judiciosamente para evitar resultados
totalmente erroneos (SILVA et al., 2014). Dentre os possiveis erros que podem tornar a
estimativa dos valores de kapp’ incerta inclui-se a queda 6hmica de potencial (iR), a qual pode
contribuir para o aumento da separacdo entre os picos de oxidacdo e reducdo causando uma
estimativa erronea da constante de velocidade.

Neste sentido, a microscopia eletroquimica de varredura (SECM) foi empregada na
obtencdo dos valores de kapp para os processos eletroquimicos do ferricianeto frente aos
eletrodos modificados com as diferentes SAMs propostas. A técnica SECM tem vdrias
vantagens sobre a voltametria ciclica para medir a cinética de transferéncia de elétrons,
incluindo: (i) a corrente desenvolvida no ultramicroeletrodo € muito pequena e as medidas sdo
registradas no estado estaciondrio, entdo sdo encontrados poucos problemas com a queda iR no
interior da solugao; (ii) tendo em vista que a resposta da SECM € uma funcao da velocidade da
reacdo no substrato, ela pode ser usada para mapear a reatividade quimica espacial do sistema
investigado bem como avaliar os aspectos eletroquimicos locais caracteristicos da superficie.
Portanto, a constante de velocidade heterogénea aparente, Kapp’, entre o eléctrodo e o par redox
foi avaliada por SECM.

O potencial aplicado ao ultramicroeletrodo foi ajustado para um valor no qual a reducdo

eletroquimica da sonda redox ([Fe(CN)s]*" ocorre sob controle difusional (Egp = -0.2 V vs
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Ag/AgCl) enquanto que o potencial das plataformas modificadas com cada SAMs foi
progressivamente fixado em valores mais positivos. Este procedimento foi realizado com o
propdsito de obtermos uma gama de valores de constante de transferéncia de elétrons
heterogénea aparentes (kapp) em funcdo do potencial do substrato. A Figura 10 apresenta as
curvas de aproximacao obtidas para as SAMs de MPA, MUA e MPA-MUA.

A medida que o ultramicroeletrodo é movido em direcdo ao substrato polarizado nos
diferentes potenciais, o produto da reducdo do ferricianeto de potdssio € regenerado em
diferentes proporcdes dependendo da natureza do filme sobre o substrato. As constantes de
transferéncia eletronica heterogénea aparente (kapp) para cada substrato polarizado em vérios

potenciais foram obtidas usando as seguintes equacoes:

1.0672
0.68+0.3315exp| 01>
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onde I;" e I, representam as correntes da tip para substrato isolante e condutor,

respectivamente. As expressoes destas correntes como uma funcio da distancia entre a tip € o

substrato sdo normalizadas (Souto et al 2013).
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onde L=d/a e A = kerrd/D, ketr € a constante heterogénea limite aparente, D é o coeficiente de

difusdo, d é a distancia da tip para o substrato, a raio do microelétrodo e F(L,A) =

[(11+7.3A)/A)/[(110-40L)].
As constantes de velocidade aparentes foram ajustadas a equacdo de Buttler-Volmer

para obten¢do da constante de velocidade heterogénea (Souto et al 2013).

kefr = k°exp[-of(Es - E°)] 4)
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onde f= F/RT, F € a constant de Faraday, R € a constant dos gases e T € a tenperatura.

Como pode ser visto na Figura 10, o substrato modificado com a SAM de MPA (Figura
10(A)) mostra um desvio do feedback negativo em potenciais mais baixos em comparacdo ao
substrato modificado com a SAM de MUA (Figura 10 (C)). Por outro lado, a curva de
aproximacdo para a SAM mista de MPA/MUA (Figura 10 (B)) apresentou comportamento
intermedidrio entre a observada para as SAMs mistas.

Os valores de kapp para o eletrodo modificado com a SAM de MPA foram maiores que
os obtidos para o substrato modificado com a SAM mista, que por sua vez apresentou valores
superiores ao observado para a MUA, o que € consistente com os experimentos de voltametria
ciclica. A constante de velocidade aparente obtida foi ajustada a equacdo 4 e valores de kapp° de
7.25 x 102 cms!, 6.50 x 10 cms™! e 2.15 x 10° cms™! foram obtidos para os eletrodos

modificado com as SAMs de MPA, mista e MUA, respectivamente.

Figura 10 - Curva de aproximag¢do SECM obtida para substrato modificado com (A) SAM de MPA, (B) SAM de
mista MPA-MUA e (C) SAM de MUA em KC1 0.1 molL"!, contendo 1 mmolL"' [Fe(CN)s]>. A Tip foi polarizada
em -0.2 V o substrato foi submetido a diferentes sobrepotenciais (1) 0.1, (2) 0.2, (3) 0.3, (4) 0.4 e (5) 0.5 V vs.
Ag/AgCl. A figura inserida mostra o grafico da constante de velocidade aparente vs sobrepotencial do substrato.
A linha mostra os dados ajustados a teoria de Butler-Volmer.
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Fonte: Préprio autor

4.2

Caracterizacio das monocamadas auto-organizadas simples e mistas de acido 11-

mercaptoundecanoico e dcido 3-mercaptopropionico por Dessorcao Redutiva (RD)

Na Figura 11, podemos verificar os voltamogramas de pulso diferencial (VPD) obtidos

para os eletrodos com as monocamadas simples ¢ mistas de 11-MUA e 3-MPA no eletrélito KOH

0,5 mol L', a uma velocidade de 20 mVs™! em um intervalo de potencial entre -0.2 € -1.3 V vs.

Ag/AgCl. Antes de iniciar os experimentos, a solucdo foi desareada com gas nitrogénio (N2).
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Figura 11 - RD obtida através da técnica de VPD. Voltamogramas obtidos para as monocamadas
simples e mistas de 11-MUA e 3-MPA, ap6s 24 h de adsor¢@o. Todos os voltamogramas foram obtidos
em solug@o aquosa contendo 0,1 molL"! de KOH, v de 20 mVs™! ¢ AE de 0,1 a -1,3 V vs. Ag/AgCl.
Anteriormente a realizacdo das medidas a solu¢do aquosa de KOH foi desaerada com gés nitrogénio
durante aproximadamente 10 min.

i SAM (11-MUA/3-MPA)
S pA

SAM (3-MPA)

SAM (11-MUA)

|/ uA

12 09  -06
E/Vvs. Ag/IAgCI__

Fonte: Proprio autor

N

O voltamograma referente a redugdo dessortiva da SAM mista 11-MUA/3-MPA
apresentaram 3 picos catddicos nos potenciais de -0,9 V, -1,03 Ve -1,11 V, indicando dominios
de reducdo dessortiva caracteristicos da 11-MUA e do 3-MPA.

A presenca de multiplos picos de dessorcdo redutiva da SAM mista pode ser
consequéncia da formacado de regides com dominios de fase diferentes na superficie do metal
(KAWAGUCHI et al., 2000). Em geral, os dominios de fase correspondem a diferentes formas
de organizacio da SAM, apresentando as energias de adsorcdo e dessor¢do propria.
(KAWAGUCHI et al., 2000).

Desse modo, a dessor¢do de diferentes fases acaba ocorrendo em diferentes potencias,
visto que a dessor¢do de monocamadas de tidis € caracteristica para cada espécie adsorvida pois
quanto mais compacta e estivel ¢ a monocamada maior € a energia necessiria para sua
dessorcao redutiva (POIRIER et al., 1996).

A reducdo dessortiva de alcanotiois sobre ouro € representada pela seguinte reacao:

R-S-Au + lee > R-S" + Au’ &)
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A partir da intensidade da corrente de pico catédica obtida para cada monocamada nos
voltamogramas de VPD, foi possivel determinar a cobertura de superficie através da equagdo
5.

_Q
F= n-F-A ©)

onde “Q” corresponde a carga associada a redugdo das espécies na superficie do eletrodo de
ouro, a qual pode ser determinada através da integral da curva i vs E. “n” é o nimero de elétrons
envolvidos na reacdo, neste caso 1 (ADAMS et al., 2003); F € a constante de Faraday (96.485.,4
Cmol ) e A éadrea geométrica do eletrodo (0,0314 cm?).

De acordo com a Tabela 1, a solucdo de 11-MUA a 1,0 mmolL! foi a que apresentou o
maior valor de I (225,568 pmolcm™), o que mostra que nessa condi¢do, o tiol foi mais

intensamente adsorvido na superficie do eletrodo.

Tabela 1 - Valores de intensidade de quantidade de carga (Q) e cobertura de superficie (I") obtidos para
eletrodos de ouro modificados na concentragdo ImmolL"' de 11-MUA e 3-MPA, em solugdo 0,1 molL"
' de KOH e ap6s tempo de intera¢do de 24 horas. Os voltamogramas foram obtidos a uma velocidade
de 20 mVs.

Integral do  Integral do  Integral do Qx 10

SAM Pico 1 Pico 2 Pico3  (P1+P2+P3) I" (pmolem”)
3-MPA
(mmolLy 23815 8.5721 0 32,4 106,901
11-MUA
(mmolLsy 08 62.254 0 68,3 225,568
IMUA:
IMPA 4,676 9,6509 6.4896 20,8 68,7094
(1mmolL-1)

Fonte: Préprio autor

As SAMs simples de 11-MUA e 3-MPA em comparacao a SAM mista 11-MUA/3-MPA
apresentaram maior recobrimento de superficie associado a ligagdes enxofre-ouro. Em geral, as
SAMs podem formar trés tipos de dominios de fase: a, B e €. A fase o apresenta elevado indice
de interacdoes entre 4tomos de enxofre fazendo que a cadeia carbOnica esteja
predominantemente paralela ao plano superficial do substrato. As fases [, por sua vez, resulta

de interacdes entre os grupos ‘“cabeca” dos tiois (no presente caso, grupos carboxilicos) de
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forma que se formam agregados de tiois gerando sobreposi¢do de moléculas. A fase € €
caracterizada por forte interacdo lateral entre as cadeias carbOnicas resultando em
monocamadas compactas e ordenadas (POIRIER et al., 1996).

Do exposto, é provdvel que a interacdo entre os grupos cabeca dos tidis envolvidos na
formagdo da SAM mista tenha promovido grande formacdo de fases o e B em relacdo a fase €
de forma a reduzir a quantidade de tidis sobre o substrato e, consequentemente, resultando em
menores valores de cobertura de superficie. Contudo, cabe ressaltar que, neste nivel de estudo,
ndo é possivel afirmarmos que a SAM mista tenha predominancia de “ilhas” de moléculas
segregadas de um mesmo tiol ou se predomina uma SAM mista de moléculas intercaladas.
Segundo a literatura, organizados moleculares mistos formados por “ilhas” de um mesmo tiol
apresentam melhor exposi¢do dos sitios ativos e menor interferéncia de efeitos de impedimento
estérico de forma a possibilitar uma melhor imobiliza¢do de diferentes biomoléculas, tais como
DNA, enzimas, antigenos ou anticorpos, na superficie dos grupamentos terminais (ADAMS et
al., 2003; SABATINI et al., 1987). Neste sentido, sdo apresentados a seguir estudos

comparativos da interacdo entre antigenos de L. infantum e as diferentes SAMs.

4.3  Caracterizacio das monocamadas auto-organizadas simples e mistas de acido 11-
mercaptoundecanoico e acido 3-mercaptopropionico por Espectroscopia de Impedancia

Eletroquimica (EIE)

A técnica de EIE fornece uma visd@o completa e detalhada das caracteristicas elétricas
da interface eletrodo/solucao (CARVALHO et al., 2006). A EIE consiste na aplicacdo de uma
perturbacao senoidal de tensdo de pequena amplitude a uma determinada frequéncia de forma
que seja possivel investigar o sistema em estado estaciondrio ja que tais condicdes de
perturbacdo do sistema sdo minimas. De forma geral, a impedancia de um sistema ¢é
representada por um vetor composto por uma parte real [Zew)] € por uma parte imagindria
[Zim(e)], onde i=(-1)"? (Souto, 2012). Desta forma a impedancia complexa é representada pelas

equacoes 7 e 8.

ZLiw)= Zre(w) + 1Zim(w) (7)
Zwy=Z ) +iZ ) )
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A representacdo de dados de EIE pode ser feita de varias formas, sendo o Diagrama de
Nyquist (graficos de Z’ vs. Z’”) muito utilizado, sendo uma poderosa ferramenta para mensurar
a resisténcia a transferéncia eletronica (Re) em reagdes eletroquimicas (CHEN et al, 2010).

Para obter mais informagdes a respeito da resisténcia a transferéncia eletronica, foram
feitos estudos de caracterizacdo das monocamadas por EIE. A Figura 12 mostra os diagramas
de Nyquist obtidos para o eletrodo de ouro modificado com as SAMs simples e mistas de 11-

MUA e 3-MPA, ap6s um periodo de imersao do eletrodo nas solu¢des por um periodo de 24 h.

Figura 12 - Diagramas de Nyquist para eletrodo de ouro modificado com SAM simples de 11-MUA,
3-MPA e mista dos mesmos tidis na propor¢ado 1:1 frente a sonda redox hexacianoferrato de potdssio 1
molL" em KCI 0,1 molL"'. Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica feita em sistema aberto.
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Os espectros de impedancia incluem um semicirculo a frequéncias mais elevadas
correspondente ao processo de transferéncia de elétrons e uma parte linear nas baixas
frequéncias resultante da difusdo de espécies em solugdo. O didmetro do semicirculo nos
diagramas de Nyquist estd associado a resisténcia a transferéncia de cargas na interface eletrodo
modificado/solugdo e tal medida tem sido usada para descrever as propriedades eletroquimicas
da regido interfacial. A Figura 12 deixa evidente que o didmetro do semicirculo aumenta na
seguinte ordem: Au-limpo < SAM 3-MPA < SAM mista 11-MUA/3-MPA << SAM 11-MUA.

Na Figura 13 sdo apresentados os angulos de fase em funcdo dos logaritmo das frequéncias,
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obtidos das medidas de impedancia eletroquimica no intervalo de frequéncia compreendido

entre 10* Hz a 102 Hz para as SAMs de 3-MPA, 11-MUA/3-MPA e 11-MUA.

Figura 13 - Angulo de fase em funcio do logaritmo da frequéncia para as SAMs de 11-MUA, 3-MPA
e 11-MUA/3-MPA (1:1).
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Fonte: Proprio autor

Do ponto de vista tedrico, as SAMs seguem o modelo de capacitor ideal de Helmholtz,
quando a frequéncia é 1 Hz o angulo de fase ¢ -90° (MACDONALD, 1987). Contudo, do ponto
de vista pritico, uma SAM cujo angulo de fase € superior a 88° na regido de frequéncia
compreendida entre 1 Hz e 10° Hz é considerada um capacitor ideal (CAMPUZANO et al.,
2006). Neste sentido, a SAM de 11-MUA por assumir angulo de fase superiores a 88°, € a que
mais se aproxima de um capacitor ideal no intervalo de frequéncia compreendido entre 10 Hz
e 1000 Hz. Por outro lado, a SAM de 3-MPA apresenta um comportamento intermedidrio ao
das SAMs simples de 11-MUA e mista de 11-MUA/3-MPA, o que € tipico de SAMs que
utilizam tidis de cadeias curtas o qual apresentam bom grau de ordem interfacial.
Adicionalmente, a SAM mista 11-MUA/3-MPA apresenta valores de angulos de fase que sao
baixos na regido de frequéncia compreendida entre 10 Hz e 1000 Hz SAMs quando comparado
com as SAMs simples de 11-MUA e 3-MPA, caracterizando um menor grau de ordenagdo

interfacial.
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4.4  Construciao do Imunossensor e Avaliacao de sua capacidade de discriminacao de

soros positivos e negativos de L. Infantum por SPR

Com o prop6sito de avaliar a potencialidade de cada SAM no que tange as suas
capacidades de imobilizacdo de antigenos de L. Infantum cada uma das diferentes SAMs foi
exposta a antigenos soluveis de L. Infantum e o angulo de SPR foi monitorado em funcao do
tempo. Inicialmente, cada SAMs foi exposta a solugdes de EDC-NHS com o propésito de ativar
a superficie das SAMs (Hermanson, 2008). Depois da ativacao das SAMs, as mesmas foram
expostas a solucao do antigeno L. Infantum. Na Figura 14 sdo apresentados os sensorgramas
obtidos para uma mesma concentracdo do antigeno de L. Infantum sobre o disco sensor
modificado com as monocamadas simples e mistas de 11-MUA e 3-MPA previamente ativadas.

Conforme pode ser observado nos sensogramas apresentados na Figura 14, as SAMs
simples e mistas interagiram com os antigenos L. Infantum, contudo a SAM mista 11-MUA:3-
MPA resultou em maiores deslocamentos dos angulos de SPR indicando que esta ultima

interage mais intensamente com o antigeno de L. Infantum (Figura inserida a Figura 14 (B)).

Figura 14 - Sensorgramas referentes ao deslocamento de angulo de SPR para as SAMs (11-MUA, 3-
MPA e 11-MUA:3-MPA) com antigenos de L. Infantum imobilizado sobre a superficie ativada com
EDC-NHS.
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Tal resultado € consistente com a literatura, a qual descreve que organizados
moleculares mistos de cadeias curtas e longas apresentam maior exposicao dos sitios ativos e
menor efeito de impedimento estérico (VERICAT et al., 2010; LEE et al., 2005). Portanto, a
SAM mista 11-MUA/3-MPA (1:1) foi empregada como plataforma para os ensaios posteriores
de imobilizagdo dos antigenos de L. Infantum visando o desenvolvimento do imunosensor.

Apo6s a escolha da SAM a ser utilizada para modificacdo dos discos de SPR, foram
realizados estudos da interacdo da SAM mista 11-MUA/3-MPA (1:1) ativada com EDC-NHS
frente a solugdes de diferentes concentracdes dos antigenos de L. Infantum (25, 50, 75 e 100
ugmL7') (Figura 15). Apés cada adigdo do antigeno de L. Infantum sobre a plataforma foi
realizada lavagem do sistema com tampao fosfato (Figura 15).

Conforme pode ser observado, o aumento na concentracdo do antigeno de L. Infantum
€ acompanhado pelo aumento do angulo de SPR como resultado do aumento do indice de
refracdo local na superficie do disco sensor devido a presenga de maior nimero de moléculas
na superficie. Tal resultado € indicativo da grande eficiéncia da SAM mista confeccionada para

imobilizar os antigenos de interesse.

Figura 15 - Sensorgramas referentes a interagcdo do antigeno de L. Infantum com a SAM mista ativada
a partir de solugdes de diferentes concentra¢des do antigeno (25; 50; 75 € 100 ugmL'). O
deslocamento do angulo de SPR (AOspr) foi monitorado durante 5 minutos.
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Conforme pode ser observado na Figura 15, € evidente que concentracdes superiores a

75 ugmL! do antigeno de L. Infantum nio resultaram em maiores deslocamentos do angulo de
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SPR de forma que os sensores subsequentes foram confeccionados mediante o emprego de
solucdes 75 ugmL! de L. Infantum.

Por fim, a eficiéncia do imunossensor baseado em SPR foi avaliada através da adi¢ao
de soros caninos positivos e negativos sobre a superficie do imunossensor. Os sensorgramas
mostrados na Figura 16 descrevem a etapa de associacdo devido a interagdo antigeno-anticorpo.
E possivel observar na Figura 16 o intervalo de diluicdes do soro para os quais o sensor é
sensivel ao anti-L. infantum.

Neste sentido, foram injetados soros caninos positivos e negativos de L. Infantum a
diferentes dilui¢des e, conforme pode ser observado, a resposta do imunossensor diminui a
medida que a concentracio dos anticorpos é diminuida (aumentando a dilui¢ao do soro), devido
ao baixo numero de interagdes de anticorpos no imunossensor. As curvas 1, 2, 3,4, 5¢e 6
referem-se as seguintes dilui¢cdes dos soros: 1:40, 1;80, 1:160, 1;320, 1:640 e 1:1280. A curva
de calibracgdo foi construida usando o logaritmo do fator de dilui¢dao versus o deslocamento do
angulo de SPR (ABOspr). A curva de calibracido exibiu comportamento linear no intervalo de
diluigdes compreendido entre 1:1280 a 1:40 com um valor de 0,998 para o coeficiente de
correlacdo.

Além disso, a adi¢ao de soro negativo em dilui¢des (de 1:40 a 1:1280) foi acompanhada
por uma resposta menor quando comparado com o soro positivo (Figura 16 (b)), no qual
apresenta os sensorgramas para as dilui¢des de 1:160 de soro negativo e positivo. Conforme
pode ser observado, para o soro negativo cuja dilui¢do foi inferior a 1:320 ndo promoveram
variagdes no angulo de SPR, mostrando que, se a amostra de um individuo a ser analisado
houver variagdo no angulo de SPR nessa diluicdo, o mesmo poderd ser considerado infectado

com a L. infantum.
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Figura 16 - Sensorgramas de SPR mostrando a injecdo de soro canino positivo imediatamente apés a
regeneracdo utilizando 1%(v/v) SDS. Em anexo (a) curva de calibracido da interacdo d e diferentes
dilui¢des do soro canino positivo com o antigeno L. infantum imobilizado. (b) Comparagdo das injecdes
de soro canino positivo e negativo na dilui¢do de 1:160 na superficie do imunossensor.
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Atualmente, o Ministério da Saide do Brasil estabelece formalmente que um animal é
considerado reagente quando reativos para fatores de dilui¢do € igual ou superior a 1:40 em
ELISA e RIFI. Porém, tal critério ainda € controverso considerando que para vérios autores
apenas o fator de diluic@o igual ou maior que 1:160 deve ser conclusivo (SOUTO et al., 2013).
No entanto, neste fator de dilui¢do a falha em demonstrar a infec¢dao por ELISA e RIFI em caes
assintomdticos € mais acentuada e a diluicdo mais elevada também pode mostrar perda de
especificidade nos referidos métodos. Neste sentido, o resultado obtido no presente estudo
indica o sucesso no desenvolvimento de um sensor baseado em SPR, apresentando vantagens
quando comparado com as técnicas convencionais, tais como, excelente sensibilidade para
deteccdo de anticorpos anti-L. infantum, anélise de tempo curto e deteccdo em tempo real.
Portanto, o imunossensor baseado em SPR preparado, mostra uma perspectiva grande de um

sistema de deteccao para o diagndstico de LV.
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5 CONCLUSOES

O presente trabalho deixa evidente a potencialidade da combinacdo de antigenos
recombinantes de L. Infantum, monocamadas auto-organizadas de tidis organicos e SPR como
sistema de transdugdo para deteccdo de anticorpos anti-leishmania infantum. A ativacdo dos
grupos carboxilicos terminais da SAM feita mediante o emprego de EDC-NHS se mostrou
indispensdvel para imobilizagdo dos antigenos soldveis de L. infantum. Apds sucesso na
construgdo e caracterizagdo do imunossensor, a etapa envolvendo adi¢do de soros caninos
positivos e negativos para Leishmaniose Visceral sobre o sensor foi obtida de modo satisfatorio.
O imunossensor apresentou alta sensibilidade para detec¢do de anticorpos anti-L. infantum
devido uma variagdo brusca no angulo de SPR observado apds inje¢do de soros caninos
positivos em diferentes diluicoes. Uma vez que a adi¢do de soros caninos negativos ndo foi
acompanhada por variagdes significativas no angulo de SPR em comparacdo a dos soros
positivos pode-se concluir que o imunossensor também apresentou boa seletividade.

Portanto, o imunossensor fundamentado em SPR para detec¢do de anticorpos anti-
leishmania infantum através da imobilizaciao covalente do antigeno recombinante C8 mostrou
ser uma ferramenta de grande potencial e aplicacdo, uma vez que, diferentemente dos métodos
convencionalmente empregados em diagnésticos da LV, o sensor proposto ndo utiliza
marcadores quimicos e/ou bioldgicos para deteccdo, além de permitir andlise em tempo real,
sendo, portanto, um dispositivo que apresenta grande perspectiva como um novo método de
deteccao da LV em dareas endémicas, podendo garantir um diagndstico mais rdpido e mais

Seguro nessas areas.
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