UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

INSTITUTO DE QUIMICA

Programa de Pos-Graduacao em Ciéncias Biologicas
(Bioquimica)

RODRIGO MATIAS TROLISE

Desenvolvimento de metodologia para funcionalizar
superficies de ouro com biomoléculas. Construcao de

biosensor para deteccéo de citocromo c.

Séao Paulo-SP
Data do Deposito na SPG:
09/11/2010



RODRIGO MATIAS TROLISE

Desenvolvimento de metodologia para funcionalizar
superficies de ouro com biomoléculas. Construcdo de

biosensor para deteccéo de citocromo c.

Dissertagcdo apresentada ao Instituto de Quimica
da Universidade de S&o Paulo para obtencao do

Titulo de Mestre em Ciéncias (Bioquimica).

Orientador: Prof. Dr. Mauricio da Silva Baptista

Sao Paulo-SP

2010



RODRIGO MATIAS TROLISE

Desenvolvimento de metodologia para funcionalizar superficies de ouro com

biomoléculas. Construcéo de biosensor para deteccéo de cit c.

Aprovado em:

Dissertagcdo apresentada ao Instituto de Quimica
da Universidade de S&o Paulo para obtencao do

Titulo de Mestre em Ciéncias (Bioquimica).

Banca Examinadora

Prof. Dr.

Instituicéo:

Assinatura:

Prof. Dr.

Instituicao:

Assinatura:

Prof. Dr.

Instituicéo:

Assinatura;




Dedico este trabalho a Romualdo e Rina



AGRADECIMENTOS

Especialmente a minha querida familia, Tia Rina, Pai, Joelma e Rafa pela paciéncia
e imenso apoio incondicional, acreditando sempre em mim. Sem vOcés nao teria

conseguido. Obrigado meus queridos!

Ao Professor Mauricio (Mau), pela confianca, credibilidade, companheirismo e
amizade depositada em mim, desde a data de 26/02/2007, quando nos

conhecemos. Obrigado Mau! Ganhei um orientador académico e um amigo.

Ao Professor Bayardo (Mestrdao) (IQ-USP) por ter confiado na minha capacidade,
pelo convite da monitoria, por ter me ajudado a estudar para 0 exame de
qualificacdo, sem o qual, ndo teria conseguido, e pelo principal; nossas conversas,

me encorajando a acreditar em mim. Obrigado mestréo!

Aos Professores lolanda (1Q-USP), Denise Zezell (IPEN-USP), Antonio (Toninho)
(IF-USP), Koiti Araki (IQ-USP), pela colaboracdo e por cederem equipamentos e
materiais para execucgéao deste trabalho.

A minha Co-orientadora Carla Oliveira durante meus primeiros experimentos,

sempre com grandes idéias e sugestdes; e pela paciéncia, parceria e ensinamentos.

A querida Silvia por sua eficiéncia, disposicio em sempre ajudar, pela confianca e

nossas conversas. Obrigado Silvinha!

Ao meu grande amigo Vinicius pela parceria, confianca, paciéncia e por todos os
momentos de alegrias e sofrimentos que passamos juntos durante o mestrado.

Valeu irméo!

Aos antigos e atuais colegas de laboratorio: Aaron, Adjaci, Alan, Alexandre Vieira,
Alexandre Marques, Alice, Celine, Cintia, Christiane, Daiana, Daniela, Décio, Divino,
Elisa, Helena, Mandela, Michelle, Orlando, Patricia, Tathy, Thati Ferrer, Rhaisa,
Roberta, e Suellen pela convivéncia, discussdes, colaboracdes, cafezinhos e

picolés.



Ao colega de trabalho Raphael Mantovani pela ajuda na formatacdo da dissertacéo
com o software Microsoft Word.

Aos meus professores de Inglés da United Institute of English, que de certa forma,
participaram do meu mestrado, contribuindo para que eu pudesse ler meus artigos:
Bruna, Caio, Fabricio, Francisco, Hyron, Leonardo, Roberto e Steve. Thank you

teachers!

A empresa Farma Service Bioextract Ltda. (Nestor) pela colaboracéo e fornecimento

de materiais para meus experimentos.

Ao CNPq pelo apoio financeiro durante minha pés-graduacéao.



Tudo no Universo é Energia/Deus!!

Pergunte ao fisico quantico, “Quem criou o Universo?”

E ele dira: “A Energia”. Ora, descreva Energia.

“Tudo bem: ela ndo pode ser criada nem destruida,

esta sempre se transformando;

sempre foi e sempre tem sido tudo que o que sempre existiu.”
Pergunte ao teclogo, “Quem criou o Universo?”

E ele dira: “Deus”. Ora, descreva Deus.

Tudo bem: ele ndo pode ser criado nem destruido,

é capaz de fazer tudo, e sempre se transformando,

esta em todos os lugares ao mesmo tempo, é eterno.’

Viu s6? E a mesma descri¢do, mas com outra terminologia.

(John Hagelin, PhD. Fisico Quantico e
Joe Vitale, PhD. Metafisico).



RESUMO

Trolise, R. M., Desenvolvimento de metodologia para funcionalizar superficies
de ouro com biomoléculas. Construcdo de biosensor para deteccdo de
citocromo c. 2010, 126p. Dissertacdo de Mestrado — Programa de Pds-Graduacédo
em Ciéncias (Bioquimica), Instituto de Quimica — 1Q, Universidade de S&o Paulo —
USP, Sao Paulo/SP.

Neste trabalho estdo apresentadas novas estratégias para funcionalizar
superficies de ouro baseadas na sustentacdo de bicamadas lipidicas em superficies
de sensores de imagem por Ressonancia de Plasmons de Superficie (SPRi) e a
construcdo de um biosensor para deteccéo de citocromo c¢. SPRi € uma técnica 6tica
de gravimetria em tempo real. Por meio de medidas de variacbes de indice de
refracdo (n) préximas a uma interface, a adsorcdo e desor¢cdo de moléculas podem
ser mensuradas. Inicialmente testamos varias estratégias para encontrar um suporte
adequado que se ligasse na superficie de ouro e que oferecesse sustentacdo e
estabilidade para a bicamada de fosfolipideo biotinilado. Estudos de FT-IR e MEV
mostraram que a quitosana facilita a formacdo de uma bicamada integra de
fosfolipideos, de tal modo, que a mesma alcanca valores de espessura proximos
aqueles previstos, ~ 34,5 A. Além disso, mostramos que esse sistema apresenta
vantagens perante outros modelos, tais como, (poli-lisina/fosfolipideos) e (tiol
hidrofébico/fosfolipideo). Utilizando-se o complexo quimico biotina/estreptoavidina
conseguimos imobilizar o anticorpo anti cit ¢ na bicamada, mantendo-o afastado da
superficie de ouro. A construcdo do biosensor foi acompanhada com experimentos
de SPRi. O limite de deteccéo de citocromo c atingido foi de 10™*mol/L. Um sensor

construido somente com BSA e anticorpo anti cit ¢ apresentou sensibilidade



semelhante. Esta sensibilidade é em torno de trés ordens de grandeza superior aos
experimentos de imunoblotting usualmente utilizados para deteccdo de cit c. A
principal limitacdo deste biosensor, tal como de outros imunoensaios, esta
intimamente ligada as vantagens e desvantagens dos anticorpos como ferramentas

analiticas.

Palavras Chaves: Citocromo c, quitosana, fosfolipideos, biosensores, ressonancia

de plasmons de superficie, limite de deteccéo.



ABSTRACT

Trolise, R. M., Development of methodology to functionalize gold surfaces with
biomolecules. Construction of biosensor for detection of cytochrome c. 2010,
126p. Master’s Thesis — Graduate Program in Biochemistry, Instituto de Quimica-IQ,
Universidade de S&o Paulo — USP, S&ao Paulo/SP.

In this work we developed new strategies to functionalize gold surfaces based
on the support of lipid bilayers on the surfaces of surface plasmon resonance
imaging sensors (SPRi) and the construction of a biosensor for detection of
cytochrome c. SPRi is an optical gravimetric real time technique. Through
measurements of changes in refractive index (n) in close proximity to an interface,
the adsorption and desorption of molecules can be measured. Initially we tested
several strategies for finding a suitable medium that would adsorb on the gold
surface and also support and stabilize a biotinylated phospholipid bilayer. Studies of
FT-IR and SEM showed that chitosan induces the formation of an intact phospholipid
bilayer, so that it reaches thickness values close to those expected, ~ 34.5 A.
Furthermore, we showed that this system has advantages in relation to other models,
such as (poli-lisine/phospholipids) and (thiol hydrophobic / phospholipid). Using the
chemical complex biotin/streptavidin anti cyt ¢ antibody could be immobilized in the
bilayer, keeping it away from the gold surface. The construction of the biosensor was
accompanied with SPRi experiments. The limit of detection of cytochrome c was
achieved from 10*mol / L. A sensor built only with BSA and anti cyt ¢ showed similar
sensitivity. This sensitivity is about three orders of magnitude higher than the

immunoblotting experiments commonly used for detection of cyt c. The main



limitation of this biosensor, like in other immunoassays, is linked to the advantages

and disadvantages of antibodies as analytical tools.

Key words: Cytochrome c, chitosan, phospholipids, biosensors, surface plasmon

resonance, limit of detection.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AFM — Atomic Force Microscopy, Microscopia de Forgca Atdmica
Ag-Ac — antigeno-anticorpo

anti cit ¢ - anti citocromo ¢

BSA — Bovine Serum Albumin, Albumina de Soro Bovino

¢ — velocidade da luz

CCD - Charge Coupled Device, Dispositivo de Carga Acoplado
cit ¢ - citocromo ¢

cmc — concentracdo micelar critica

d — espessura

DMSO - Demetil Sulféxido

dn/dc - refractive index increment; variacdo no indice de refracdo em fungcdo da
concentracao

DNA — Deoxyribonucleic Acid, Acido Deoxirribonucléico

ELISA — Enzyme Linked Immunosorbent Assay, Ensaios de imunoabsorcao
enziméatica

EMIT — Enzyme Multiplied Immuno Technique, Técnica de imunomultiplicacdo
enzimatica

Fe — &tomo de ferro

FEG — Field Emmition Gun, Emissdo de campo eletromagnético

FIG-SPR - flow injection gradient-surface plasmon resonance; gradiente por injecao
de fluxo em ressonancia plasmons de superficie

FI-1As — Flow Injection-Immuno Assays — Injecao em fluxo acoplado a imunoensaios
FT-IR — Fourier Transformed — Infra Red, Espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier

GD 80% - Grau de Desacetilagao em 80%

HBM — Hybrid Bilayer Membrane, Bicamada de Membrana Hibrida



Heme — grupo prostético que consiste de um &tomo de ferro no centro de um anel
organico

His 18 — aminoécido histidina

IgG — anticorpo imunoglobulina

k — constante estatistica

KBr — Brometo de Potassio

Kev - vetor de onda do féton paralelo ao plano de incidéncia

ksp - Vetor de onda do foton que excita os elétrons livres da superficie
LB — Langmuir-Blodgett

|l — decaimento exponencial

LED - Light Emmiting Diode, Diodo Emissor de Luz

LOD - Limit of Detection, Limite de Detecc¢éo

m — coeficiente angular da reta

M — Molar

MCD — Magnetic Circular Dichroism, Dicroismo Magnético Circular
Met 80 — aminoacido metionina

mL/min — mililitros por minuto

mM — milimolar

N — &tomo de nitrogénio

n, — indice de refracdo do analito (adsorbato)

Ny — indice de refracdo da solucao tampao

N-Biotinil PE — 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphatidylethalonamine, 1,2-dioleoil-sn-

glicero-3-fosfatidiletalonamina

Nesr — indice de refracdo obtido apds associacao/dissociacdo de um composto, em
relacdo a linha base

ng/mm? — nanograma por milimetro quadrado

nM — nanomolar



n, - indice de refragéo do prisma

PAMAM — Polyamidoamine, Poliamidoamina

PG — L-a-phosphatidylglycerol, L-a-Fosfatidilglicerol

pH — potencial hidrogénionico. Essa grandeza indica acidez, alcalinidade ou
neutralidade de uma solucéo

Pl — ponto isoelétrico

RMN — Ressonancia Magnética Nuclear

SAMs — Self Assembled Monolayers, Monocamadas Auto-Montadas

Sy — desvio padrao da curva

SPR - Surface Plasmon Resonance, Ressonancia de Plasmons de Superficie

SPRi — Surface Plasmon Resonance Imaging, Ressonancia de Plasmons de
Superficie por Imagem

SUV - Small Unilamellar Vesicles, Vesiculas Unilamelares Pequenas

A — Angstrom

Tm — Temperatura de transicao

[ — quantidade de material adsorvido

%AR — variacao de refletividade

A(%R)/An — variacao de refletividade em funcdo do indice de refragdo

€, — constante dielétrica da agua

€m— constante dielétrica do metal

8 — angulo de incidéncia do feixe luminoso

Bspr - angulo incidente do feixe luminoso no qual ocorre a ressonancia de plasmons
de superficie

Ainc - comprimento de onda da luz incidente pelo equipamento

ML — microlitros

MM — micromolar

w - frequéncia da luz incidente
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1 INTRODUCAO

1.1 Citocromo c e 0 processo de apoptose.

O citocromo c¢ (cit ¢) € uma proteina globular, composta por uma cadeia
polipeptidica Unica de 104 residuos de aminoacidos e um grupo heme, com as
cadeias laterais de Histidina (His 18) e Metionina (Met 80) ligadas covalentemente
ao atomo de ferro (Fe) (figura 1). O heme € um grupo prostético constituido por uma
parte organica e pelo atomo de ferro (Fe), que se liga ao anel porfirinico através de
nitrogénios (N). Esta unidade ndo polipeptidica é essencial para a atividade do cit c,
pois o ferro € o seu componente redox. Localizado na periferia da membrana
mitocondrial interna, o cit ¢ participa da cadeia de transporte de elétrons,
transportando-os do Complexo Il ao Complexo IV. (Voet et al., 2008). Além disso, a
liberacdo do cit ¢ da membrana mitocondrial interna para o citosol é uma parte
importante do processo de morte celular programada (Green & Reed, 1998). O
interesse do grupo em entender 0s processos que levam a apoptose celular, trouxe
a motivacdo principal deste trabalho, e a oportunidade de desenvolver uma nova
metodologia para detectar citocromo c.

Muitos estudos tém sido realizados com o objetivo de melhor compreender a
interacdo entre o citocromo c¢ e os fosfolipidios anibnicos presentes na membrana
interna da mitocondria. Nesses estudos destaca-se a espectroscopia no
infravermelho (FT-IR) (Choi & Swanson, 1995), ressonancia de plasmons de
superficie (SPR) (Salamon & Tollin, 1996; Suraniti et al., 2007), ressonancia
magnética nuclear (RMN) (Pinheiro, Duer & Watts, 1997), dicroismo circular
magnético (MCD) (Nantes et al., 2001) e Microscopia de For¢ca Atbmica (AFM)

(Dufrene & Lee, 2000). Ha diferentes formas de associacdo entre o cit c e
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membranas constituidas de fosfolipidios aniénicos: interacéo eletrostatica, pontes de
hidrogénio, interacao hidrofébica resultante da insercéo parcial de cit ¢ no interior da
membrana (Salamon & Tollin, 1996). O ponto Isoelétrico (pl) do citc € 9,6 e em pH

fisiol6gico possui oito cargas positivas (Rytomaa et al., 1992).

T
/ -

£F

Figura 1 - Estrutura espacial da molécula de citocromo ¢ de coragdo equino. A localizagdo do
grupo heme pode ser observada, bem como as cadeias laterais de His 18 e Met 80, que estdo ligadas
ao atomo de ferro (ilustracdo do Protein Data Bank).

A apoptose (figura 2) € um processo de morte programada de células, em que
seu o ambiente interno sofre uma degradacao controlada. Um dos principais eventos
no curso da apoptose € a liberacdo do cit ¢ da mitocondria para o citosol. A
associacdo do cit ¢ com a proteina peptidase Apaf-1 resulta na formacdo de um
complexo protéico (apoptossomo) o qual recruta e ativa a proteina caspase-9,
iniciando e/ou amplificando o processo de apoptose (Green & Reed, 1998) e (Hu et
al., 1999). O cit c € uma proteina muito estudada, e 0 mecanismo subjacente, a sua
liberacdo, € assunto de intensa investigacdo e de consideravel controvérsia
(Petronilli et al., 2001). Quantificar precisamente a concentracdo de cit ¢ liberado é
um dos parametros que definem o perfil de viabilidade e morte celular. No entanto,

nao ha ainda métodos precisos, que possibilitem estudos quantitativos da liberacéao

de cit ¢, em diferentes etapas da evolucéo do ciclo de vida e morte celular.
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Figura 2 — Esboc¢o resumido do processo de apoptose. Observa-se a associagao das proteinas cit
¢, peptidase Apaf-1 e caspase-9, formando o complexo protéico (apoptossomo). Nessa ilustracdo nao
estdo presentes todos os componentes e fases do processo de morte celular programada.

1.2 Métodos de deteccdo e aplicagcbes bioquimicas em imunoensaios

Uma das primeiras técnicas imunoanaliticas descritas foi a imunopreciptacao.
Trata-se de técnica semiquantitativa, que vem sendo usada até hoje em testes de
resultado negativo ou positivo. O radioimunoensaio constituiu-se num grande avanco
no campo de imunoensaios quantitativos, seguido pelo surgimento de imunoensaios
enzimaticos como ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assays), EMIT (Enzyme
Multiplied Immuno Technique) e Western Blott tendo enzimas como meio alternativo
de deteccao (Shen et al., 1997). Outros avangos como o desenvolvimento de
sistemas de injecdo em fluxo acoplados a imunoensaios (FI-l1As), imunosensores e

cromatografia por imunoafinidade complementam os esforcos empregados até aqui,
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no aperfeicoamento e utilizacdo de imunoensaios aplicados a bioquimica analitica
(Makower et al., 1997).

O fator mais marcante em imunoanalises é o ganho em seletividade, dada a
grande especificidade de anticorpos por seus antigenos. De maneira geral, além da
seletividade, os imunoensaios apresentam, também dependendo do marcador e ou
método de deteccdo empregado, boa sensibilidade e reprodutibilidade. Entre as
principais desvantagens encontradas nos meétodos convencionais de imunoanalises
estdo a significativa complexidade associada a sua automacao e longo tempo de
analise (Krishnan et al., 1996).

Neste sentido, a fusdo de imunoensaios classicos com outras metodologias
analiticas constitui-se huma saida para superar estas desvantagens e se expressa
no desenvolvimento e aperfeicoamento de imunosensores, FI-IAS e cromatografia
por bioafinidade (Jackson et al., 1986).

Anticorpos podem ser utilizados como reagentes altamente seletivos, néo
somente em imunoensaios, mas também, em diversos tipos de biosensores.
Enquanto em eletrodos enziméaticos ou baseados em microrganismos, S&o
monitorados concentracbes de substratos ou produtos; os imunosensores Ssao
baseados nos principios de fase sélida de imunoensaios e nos eventos fisico-
quimicos resultantes da interacdo antigeno-anticorpo (Ag-Ac) (Santandreu et al.,
1997).

A associagao entre os anticorpos e seus antigenos envolve forcas de van der
Waals, interacdes hidrofobicas, pontes de hidrogénio e interacbes idnicas. Suas
constantes de dissociacdo variam de 10* a 10 M, comparaveis em forca (ou

superiores) as associacoes entre enzimas e 0s seus substratos. A especificidade e a
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afinidade de um complexo antigeno-anticorpo sdo decorrentes da excelente
complementaridade estrutural entre o antigeno e o anticorpo (Voet, D. et al., 2008).

Uma das limitacfes dos imunosensores € o fato de que a interacdo Ag-Ac nao
€ prontamente reversivel, em contraste com muitos biosensores baseados em
enzimas onde ocorre um evento catalitico. Este fato pode ser contornado utilizando-
se anticorpos de baixa afinidade ou agentes capazes de provocar dissociacado do
complexo Ag-Ac. Nos imunosensores sao detectadas as concentracdes de anticorpo
ou antigeno, tanto por mudancas diretas no transdutor, quanto por deslocamento no
equilibrio de reacdes (imunoensaios tipicos) (Davies et al., (1993) e Brecht et al.,
(1995)).

Na deteccdo de cit ¢, os dois principais transdutores empregados, Sao 0S
eletroquimicos (amperométricos, potenciométricos, condutométricos), e os Opticos
(ressonancia de plasmons de superficie, espectroscopia de interferéncia
reflectométrica) (Reeves et al.,, (1994) e Medyantseva et al., (1996)). O primeiro
devido a sua simplicidade, torna-se uma rota de sucesso para criar biosensores de
baixo custo, quando acoplados a enzimas, no entanto, a deteccao eletroquimica de
uma imunoreacdo € dificil. Enzimas que levam a formacdo de substancias
eletroativas sdo necessarias. Essas configuragdes de imunosensores sao
conhecidas como imunoensaios eletroquimicos (Green, M. J. et al.,, 1987). O
segundo é baseado na adsor¢cdo ou emissdo de luz pelos imunoreagentes. Os
primeiros desenvolvimentos desses tipos de sensores aproveitaram a flexibilidade e
baixo custo de fibras Opticas. Imunosensores de fibra éptica consistem geralmente
em um fio de fibra 6ptica com uma camada de sensoriamento adequado na ponta
distal da fibra. A luz viaja ao longo da fibra Optica por reflexdo interna total até a

camada de interacdo dos imunoreagentes, onde ocorre deteccdo através de
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mudancas de absorcédo, luminescéncia, polarizacdo ou indice de refracéo (Ligler, F.
S., (1993); Agayn, V. & Walt, D. R., (1993)).

Devido a importancia do papel do citocromo ¢ no processo de apoptose,
muitos esfor¢os tém sido realizados, com o intuito de se definir um método analitico
especifico, sensivel e simples para execucdo de imunoensaios com cit c. Através de
monocamadas automontadas modificadas com grupos carboxilas, utilizando
microbalanca de cristal de quartzo, Li et al., (2005) apresentou resultados de
imunoensaios detectando cit c com um LOD (Limite de Deteccdo — do inglés Limit of
Detection) de 1,19 x 10™° M. Yaxiong & Wanzhi (2008) fizeram uso de espectroscopia
de impedancia eletroquimica, onde alcancaram um LOD de 5,0 x 10 M. Portanto, a
literatura tem mostrado através de imunoensaios, que monitorar a concentracao de
cit ¢, liberado em sistemas biolégicos complexos, é de grande importancia para o

estudo do mecanismo da apoptose.

1.3 Biosensores

Um biosensor € um tipo especifico de sensor quimico constituido de um
elemento biolégico de reconhecimento e um transdutor fisico-quimico,
frequentemente um dispositivo eletroquimico ou 6ptico. O elemento biolégico é
capaz de reconhecer a presenca e atividade e/ou concentracdo de um determinado
analito em solucdo. O reconhecimento pode ser tanto decorrente de uma reacéo de
biocatalise quanto um processo de ligacdo ndo covalente (biosensor baseado em
afinidade), quando o elemento de reconhecimento €, por exemplo, um anticorpo,
segmento de DNA ou receptores celulares (Sundberg et al., 2006). A interacdo do

elemento de reconhecimento com um analito alvo resulta na mudanca mensuravel
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em uma determinada propriedade do dispositivo. O transdutor entdo converte a
mudanca de propriedade da solugdo em sinal elétrico. Varios modos de transducao
foram desenvolvidos, incluindo eletroquimico, enzimatico, termoquimico e &ptico
(Burtis et al., 2008). A presente discusséo sera focada aos biosensores baseados
em modos de transducao Opticos e de reconhecimento por especificidade.
Biosensores de interacdo especificas consistem em uma classe especial de
biosensores em que os elementos de reconhecimentos biolégicos imobilizados séo
obrigatoriamente proteinas, anticorpos (imunosensores) ou oligonucleotideos (p. ex.,
DNA, RNA) com alta afinidade e especificidade para um analito. Esses sensores
foram desenvolvidos como alternativa aos ensaios convencionais para aumentar a
velocidade e a conveniéncia de um vasto niumero de testes que seriam normalmente
executados em analisadores de imunoensaio sofisticado. De maneira ideal, a ligacao
direta entre a espécie imobilizada e o respectivo alvo em uma amostra deve produzir
um sinal proporcional a concentracdo do analito. No entanto, o sensoriamento
“direto” em concentragbes de analito que cobrem toda a gama de aplicagdes
bioguimicas é muito dificil de alcancar. Além disso, a grande afinidade de tais
reacOes de ligacdo, necessaria para atingir a sensibilidade 6tima, também limita a
reversibilidade destes dispositivos. Assim sensores Opticos baseados em afinidade,
sdo tipicamente dispositivos de aplicagdo Unica, evitando, assim, a necessidade de
alguma etapa de regeneracdo (mudanca de pH etc.) para a dissociacao da ligagao
forte entre o elemento de reconhecimento e o alvo. Na maioria dos biosensores
opticos, € necessario utilizar moléculas fluorescentes como transdutores,

restringindo a aplicacdo dos mesmos (Burtis et al., 2008).
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1.4 Método de deteccao oOptico por Ressonancia de Plasmons de
Superficie (SPR) — historico e principios

Os primeiros trabalhos sobre Plasmons de Superficie foram documentados no
inicio do século XX (1902), quando o fisico Wood (1902), observou faixas estreitas e
escuras de feixes luminosos irradiados sobre superficies metalicas. Estas faixas
foram referidas por ele como irregularidades associadas a ondas eletromagnéticas

excitadas na superficie de uma rede de difracdo (Homola, 2006).

Otto (1968), Kretschmann & Raether (1968), precursores nos estudos de
SPR, observaram que quando um feixe de luz monocromética é incidido sobre uma
superficie fina metélica em configuracdo de reflexdo total atenuada, nota-se a
diminuicdo da reflexdo da luz. Esse fenbmeno foi entdo associado a excitacdo de

plasmons na superficie metalica (figura 3).

Fonte de luz /-b — Luz refletida

Interface metal far/ *

Plasmons de superficie

Figura 3 — Geracédo de plasmons de superficie utilizando a configuragdo de Kretschmann, com
reflexdo total atenuada. O filme metalico, de ouro ou prata, é evaporado diretamente no prisma de
vidro ou quartzo, e os plasmons sdo excitados do outro lado desse filme. © é o angulo onde se
observa o efeito ou &ngulo de SPR.
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No intuito de explicar o fenbmeno de excitacdo de plasmons de superficie, é
necessario definir termos como reflexdo total e angulo de SPR critico. Illustremos
uma situacdo em que uma fonte de luz monocromatica (lasers ou LEDs) e p-
polarizada (seu componente vetor-elétrico é paralelo ao plano de incidéncia) atinge
uma interface do tipo ar-agua. Quando isso ocorre, parte da luz é refletida e parte é
refratada. O aumento do angulo de incidéncia acarreta aumento no angulo de
refracdo, que ao alcancar 90° indica uma refracdo tangente a interface. Os angulos
acima deste angulo de refracdo tangencial sdo denominados angulos de reflexédo

total (Kretschmann et al., 1968).

Fonte de luz S . ] e Luz refletida

Metal AN Onda evanescente

Meio dielétrico

Figura 4 — Onda evanescente gerada pela interacdo de feixes luminosos com os elétrons livres
do ouro. Filme metalico de 50 nm de espessura evaporado diretamente no prisma. O meio ar-agua
pode ser considerado um dielétrico.

Em certos angulos de incidéncia, os elétrons livres do metal (ouro) oscilam e
absorvem energia luminosa, gerando ondas evanescentes que se propagam
paralelamente a interface do metal com o meio dielétrico (figura 4). Portanto,
ocorrera a excitacdo de plasmons de superficie, se um metal for colocado na

interface com um meio dielétrico e se a fonte luminosa for monocromatica e p-

polarizada. A ressonancia de plasmons de superficie sera detectada pela diminui¢cdo
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na intensidade da luz refletida. O angulo que ocorre essa interacdo é chamado de
angulo de SPR (Kretschmann et al., 1968).

O principio da técnica de SPR é baseado no fato que as propriedades 6pticas
da interface afetam o angulo de SPR (Bspr). Quando o feixe luminoso alcanca a
interface entre os meios indicados na figura 5, ocorre a formacédo de uma oscilagéo
de densidade de carga superficial, que é associada com uma onda eletromagnética,
cujo vetor do campo € maximo na superficie e decai exponencialmente com a
distancia (campo evanescente), podendo assim afetar e “sentir” as regiées proximas
a interface (Homola, J., 2006).

Hanken et al., (1998) descreveu que o vetor de onda do campo evanescente

no plano de incidéncia € dado pela equacédo 1 (Jung et al., 1998):

®
ky = n_u[ Jsenﬁ (1)

c
onde key € 0 vetor de onda do foton paralelo ao plano de incidéncia, n, € o indice de
refracdo do prisma, 6 € o angulo de incidéncia no prisma, w é a freqiéncia da luz
incidente, ¢ € a velocidade da luz. A dispersdo dos elétrons superficiais numa

determinada interface metal-meio dielétrico (ar ou agua) € dada pela equacéo 2

(Jung et al., 1998) :
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onde ksp € 0 vetor de onda do foton que excita os elétrons livres da superficie (induz
plasmon), en € g, S80 as constantes dielétricas do metal e do meio dielétrico em
contato com o ouro (ar ou agua), respectivamente. E importante ressaltar que para

ocorrer a ressonancia de plasmons € necessario que os dois meios da interface
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tenham constantes dielétricas (€) de sinais opostos (como o ouro, de sinal negativo,
e a agua, de sinal positivo). Quando ke, se iguala a ksp, 0 campo elétrico entra em
ressonancia com os elétrons livres da superficie metalica (dai o nome de
ressonancia de plasmons) e plasmons de superficie sdo criados, aumentando a

intensidade do campo evanescente (figura 5) (Hanken et al.,1998).

k Interface
sp ; Metal / Ar
Filme Metalico ‘
50 nm

Fonte de luz
polarizada

Detector

Figura 5 — Fendmeno de excitacdo de plasmons de superficie. Quando ks, se iguala a ke, 0
campo elétrico entra em ressonancia com os elétrons livres da superficie metalica (dai o nome de
ressonancia de plasmons) e plasmons de superficie sao criados. (figura adaptada de Hanken et al.,
1998).

A intensidade da onda evanescente decai exponencialmente com a distancia
da superficie de ouro (figura 6), sendo que a sua extensdo de decaimento (l4) varia
conforme o sistema que esta sendo analisado e € aproximadamente 25 a 50% do
comprimento de onda da luz incidente (Ainc) (Liedberg, Lundstrom & Stenberg, 1993).
O célculo desse decaimento, obtido em nm, é dado pela equacdo 3 (Jung et al.,
1998), onde (Ainc) € 0 comprimento de onda da luz incidente pelo equipamento, (Ner)
€ o valor de indice de refracdo obtido apds associacdo/dissociacdo de um
composto, em relagéo a linha base e (€) é a constante dielétrica do ouro (23,124)

(Kukanskis et al., 1999) ou de outro metal utilizado. Em equipamentos comerciais, 0

(Ainc) € cerca de 600 — 850nm, que resultam em valores de (lg) da ordem de 260nm.

bk - N 1/2
"rn‘ {LT } [(”iq i g mﬂml} ] (3)
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Figura 6 — Decaimento exponencial da onda evanescente a partir da superficie metalica (Ig). A
extensdo desse decaimento pode ser estimado pela equacéo 3.

A posicado do angulo em que ocorre o maximo de ressonancia depende do
indice de refracdo do meio que estd em contato com o metal, e varia
proporcionalmente com a concentracdo de moléculas na regido de propagacédo da
onda evanescente (figura 6). Portanto, SPR pode ser uma ferramenta 0til para
detectar a associacdo e a dissociacdo de biomoléculas em tempo real e sem a
necessidade de um sistema de revelacao, funcionando como uma balanca 6ptica
(figura 7). Essa auséncia de um sistema de revelagdo no estudo de interagdo entre
biomoléculas é uma vantagem da técnica de SPR sobre outras de imunoensaios tais
como: ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) e Western Blott. Se o indice
de refracdo imediatamente acima da superficie do metal sofre alguma alteracéo,
pela adsorcdo de qualquer molécula, uma mudancga no angulo de SPR é observada
através do monitoramento deste angulo, em que pode-se quantificar a adsorcdo de
moléculas em funcdo do tempo. (Homola et al., 2006). Embora SPR tenha sido
utilizado para desenvolver diversos tipos de sensores, nao ha relatos na literatura de

desenvolvimento de sensores para detectar cit c. (Homola et al., 2006).
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Figura 7 — Respostas obtidas no equipamento de SPR. Variacdo da Reflectancia em funcéo do
angulo de (SPRa). A mudanga no valor do angulo do SPR em funcdo do tempo € usada para
monitorar as cinéticas de adsorcdo. IR é intensidade de radiacéo refletida (reflexibilidade) e mDA -
miligraus de angulo (do inglés “millidegree of angle”). (Adaptado de Jung et al., 2000).

1.5 Instrumentacao

Os componentes fundamentais de um equipamento de SPR sdo uma fonte
luminosa polarizada, um prisma com filme metalico em um das faces e um
fotodetector. A maioria dos instrumentos mede a intensidade de luz refletida em
funcdo do angulo de incidéncia. Embora a maioria dos trabalhos disponiveis na
literatura mostre o monitoramento da refletividade da luz em um Unico comprimento
de onda e em funcdo do angulo de incidéncia, pode-se monitorar também a
refletividade em funcdo da variacdo do comprimento de onda, fixando-se o angulo
de incidéncia (Hanken et al., 1998).

Em alguns equipamentos de SPR utilizam-se uma camera CCD ao invés de
fotodiodo, com o objetivo de se obter imagens da superficie (Grosjean et al., (2005);

Cherif et al., (2006); Bouffartigues et al., (2007); Suraniti et al., (2007)). O CCD, ou
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dispositivo de carga acoplado, é formado por um circuito integrado contendo
capacitores acoplados sensiveis a luz, os quais sdo controlados por um circuito
externo. A exibicdo dos dados de uma determinada imagem é realizada pela
transformacao da luz refletida em sinais elétricos, que sédo convertidos em bits por
meio de um conversor analégico-digital.

Os equipamentos de SPR, seja o mais compacto ou aquele mais robusto, tém
sido acoplados com métodos automaticos de injecdo para carregar a amostra até a
superficie do sensor. A utilizacdo de sistema de fluxo em equipamento de SPR traz
diversas vantagens, entre elas: monitoramento constante da variacdo do indice de
refracdo de um composto, fluxo constante de liquidos sobre o sensor (minimizando o
contato da superficie de ouro com o ar, 0 que causaria a contaminacdo da mesma),
injecdo de volumes predefinidos de um determinado analito, obtencédo de cinéticas
de associacdo e dissociacdo em funcdo do tempo, variagdo da vazdo e ainda a
possibilidade de insercdo de outros acessorios dos sistemas andlise por injecao de
fluxo (FIA — do inglés Flow Injection Analysis) como camaras de mistura ou bobinas
de reacado para aprimorar a detec¢cdo por SPR (Manuel et al., (1993); Caruso et al.,
(1995); Kosslinger et al., (1995)).

Utilizando um equipamento de SPR miniaturizado e de baixo custo acoplado a
um sistema FIA, Tumolo, et al., (2004) propuseram a automatizacdo das
determinacdes do gradiente de indice de refracdo em funcdo da concentracdo do
soluto (dn/dC). O equipamento foi acoplado a uma camara de mistura, a qual
permitiu que, com uma unica solucdo estoque de um composto fosse possivel
determinar o valor de dn/dc. Esta técnica foi denominada de (FIG-SPR — do inglés

Flow Injection Gradient-Surface Plasmon Resonance) (Tumolo, 2008).
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Os equipamentos de SPR com detector de CCD acoplado sdo denominados

SPRI, (Surface Plasmon Resonance Imaging). Este equipamento tem se mostrado
bastante promissor no campo biolégico e com crescente utilizagdo por diversos
grupos de pesquisa, por permitir analises multiparamétricas (Hickel, Kamp & Knoll,
(1989) apud Brockman, Nelson & Corn, (2000)). Interessante observar que com esse
método pode-se obter a visualizacdo de toda a area da superficie do sensor, que
pode ser dividida em pequenas areas (“spots”), sendo possivel efetuar diferentes
funcionalizacbes em cada uma delas. A variacdo na reflectancia devido a interacéo
molecular (ou biomolecular) em cada um dos spots é entdo registrada pela camera

CCD (figura 8).
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Figura 8 — Esquema simplificado de um equipamento de SPRi. Nota-se a presenca de uma
camera CCD, necesséria para a aquisi¢cdo das imagens da superficie de ouro. A quantidade de spots
presente na superficie de ouro varia para cada experimento. (adaptado de SURANITI et al., 2007).

1.6 Métodos de funcionalizacdo de superficies de ouro

A maioria dos métodos de modificacdo da superficie de ouro é baseada na
forte ligacdo dos seus atomos com alquil-tidis (SH). Compostos organicos
assimétricos, possuindo um ou mais grupos tidis em uma extremidade e outros

grupos funcionais (alcool, carboxila, amina, fosfato etc.) na outra extremidade séo
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geralmente utilizados para iniciar a modificacdo da superficie metélica. Esta
funcionalizac&o pode ser realizada e caracterizada no proprio equipamento de SPRi

(Plant et al., 1995).

Outras possibilidades de funcionalizacdo sdo através da adsorgcédo de
polieletrélitos como PAMAM (Zucolotto et al., 2005) e poli-lisina (Benitez et al.,
2002), utilizando o método de construcdo de camadas (LBL — do inglés
Layer/By/Layer). Exemplos de polimeros naturais utilizados com essas finalidades
sdo quitina e quitosana, como suporte em substrato de ouro, para possivel formacéao
de monocamadas ou bicamadas de fosfolipideos (Huang & Xiurong, 2003); e
(Pedano et al.,, 2004). Também, modificacbes quimicas utilizando compostos com
fungbes organicas nucleofilicas e eletrofilicas séo bastante utilizadas (Mattei, B. et
al., 2004).

Polimeros sdo compostos com massa molar na ordem de 10* a 10°, formados
pela repeticdo de um grande ndmero de unidades estruturais quimicas chamadas
mondmeros (M). Podem ser classificados quanto a ocorréncia: em naturais
(proteinas, polissacarideos, polinucleotideos) ou sintéticos (obtidos industrialmente:
polietileno-PET, poliestireno, policloreto de vinila-PVC); também quanto a forma
estrutural: em linear (formado pela ligacdo dos mondmeros em um comprimento
continuo), ramificada (com ramificacdes curtas ou longas) e reticulada (cadeias
poliméricas ligadas entre si formando uma rede) (figura 9) (Mano et al., 1999) e

(Akcelrud, L., 2007).
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Figura 9 — Formula quimica de um polimero. A estrutura (a) representa uma equacgéo geral de
mondmeros ligados covalentemente, resultando em um polimero. A estrutura (b) ilustra um polimero
do monossacarideo glicose, quando estas sdo ligados através de ligagbes glicosidicas B(1-4),
originando a celulose. (Adaptado de Mano et al., (1999) e Akcelrud, L., (2007)).

A quitina € um polimero natural, linear e de alto peso molecular. E o principal
componente estrutural do exoesqueleto de invertebrados como crustaceos, insetos e
aranhas, e esta também presente na maioria dos fungos e de muitas algas. E o
segundo composto organico mais abundante da natureza, ficando atras apenas da
celulose. Quimicamente € um homopolimero de residuos de N-acetil-D-glicosamina
ligados por ligagdes B(1— 4) (figura 10). Ela se diferencia da celulose apenas
porque cada grupamento OH do carbono 2 na celulose é substituido por uma fungéo

acetamida na quitina (Voet, D. et al., 2008).

Cuitina

H- Acetilglicosamina  H- Acetilglicosamina H- Acetilglicosamina

I[:H._J,—'DH

Figura 10 — Férmula quimica da quitina. Nota-se a presenca do grupo acetamida no carbono 2,
diferenciando-a da estrutura molecular da celulose.(Adaptado de Voet, D. et al., 2000).
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A quitosana € um polimero obtido a partir da quitina, por um processo de
desacetilacéo parcial, através de tratamento com hidréxido de sédio 40% a 120° C
com duracdo aproximada de trés horas. Esse tratamento produz um grau de
desacetilacdo em torno de 70% a 80%. Sua estrutura molecular é formada pela
repeticdo de residuos de N-acetil-D-glicosamina e D-glicosamina (ou 2-amino-2-
desoxi-D glicose), unidos entre si por ligacdes B(1— 4) (figura 11). O grau de
desacetilacéo representa a proporcao de unidades de D-glicosamina com respeito
ao numero total de unidades; ou seja, a propor¢cdo de grupos amina livres que
podem realizar equilibrio acido/base. Isto permite distinguir a quitina da quitosana.
Consequentemente, o grau de desacetilacdo determina também o limite de
solubilidade do polimero em solu¢bes acidas diluidas (2 < pH < 6) (Chatelet et al.,

2001) e (Ravi Kumar et al., 1999).

_ Cuitosana —
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Figura 11 — Férmula quimica da quitosana. Nota-se a presenca do radical acetil ligado ao grupo

amino do carbono 2, caracterizando o grau de desacetilacdo da molécula.

A literatura tem mostrado que por se tratar de um polimero biodegradavel,
extremamente abundante, atdéxico, e com grande afinidade por metais e lipideos, a
quitosana tem sido proposta como um material para usos diversos, principalmente

em cosmetologia, farmacologia e biotecnologia (Baldwin et al., 1996).
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Resultados apresentados por Assis, O.B. et al., (2002), Wang, X. et al., (1998)
e Shahidi, F. et al.,, (1999) mostraram a acdo de filmes de quitosana, como
membranas filtrantes em sistemas de purificacdo de agua e separacao de residuos,
liberacdo de drogas ou compostos moleculares, e em coberturas comestiveis sobre
alimentos processados e embalagens. Nettles, D. L. (2002) e Cardenas et al., (2007)
também descreveram em seus trabalhos estudos com peliculas densas de
quitosana testadas como “pele” temporaria, que é um material apropriado para
reestruturacdo de cartilagens ou em aplicacbes tdpicas para regeneracdo e
cicatrizacdo de injarias animais.

Swrizawa, T. et al.,, (2002) e Lvov, Y. et al, (1998) estudaram as
caracteristicas fisico-quimicas, de filmes de quitosana, em superficies metalicas,
através de técnicas de automontagem (LBL). Os mesmos também relataram em
seus trabalhos, sistemas de multicamadas formados entre quitosana com polimeros

anibnicos e com fosfolipideos carregados negativamente.

1.7 Fosfolipideos auto-associados como modelos miméticos de
membranas e para imobilizacdo de biomoléculas

Lipidios sdo moléculas insollveis em agua e sollveis em solventes organicos
polares como cloroférmio. Diferentes compostos quimicos se encaixam nesta
classificacdo tais como acidos graxos, triacilglicerois, glicerofosfolipideos,
esfingolipideos e esterdides (Nelson & Cox, 2002).

Glicerofosfolipideos sdo o0s principais compostos constituintes das
membranas biolégicas. Possuem longas caudas hidrofobicas e grupos “cabeca”
hidrofilicos; sendo, portanto moléculas anfipaticas. Os grupos “cabeca” podem ser

carregados positivamente, negativamente, ou zwiterionicos. A figura 12 exemplifica a
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estrutura de um fosfolipideo e alguns grupos “cabeca” que podem ocorrer (Nelson &

Cox, (2000); Voet, D., (2008)).

Farmula de -X Nome do fosfolipidio
0 +
|| —HaC——CH>—NH;3 Fosfatidiletanolamina
H,C——0—C—R;
0]
| +~CH3  Fosfatidilcolina (lecitina)
Ry——C—0——CH —HC——CH,—N—CH;
CHs
H,C—O0—P—0—X —Hzc—(|:H—CH2—0H Fosfatidilglicerol

_ OH
0]

Figura 12 — Estrutura de um Fosfolipideo e exemplos de grupos cabeca que podem ocorrer

nessa molécula. As caudas hidrofobicas sao representadas por R1 e R2 e os grupos cabeca por —X.

Quando em contato com a agua, fosfolipideos formam complexos auto-
associados, onde as porc¢des hidrofilicas interagem com o meio aquoso e as por¢cées
hidrofébicas interagem entre si. O principal componente termodinamico que
possibilita a formacéo destes agregados é o aumento na entropia do sistema, devido
a reducdo da area exposta a agua (efeito hidrofébico). De acordo com Tanford
(1991), Nelson & Cox (2002), diferentes tipos de agregados lipidicos podem ser

formados quando as moléculas anfipaticas entram em contato com as moléculas de

agua (figura 13).
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Figura 13 - Tipos de agregados lipidicos que podem ser formados em &gua: micelas,

bicamadas e vesiculas. (adaptado de Nelson e Cox, 2002).
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No caso de tensoativos com uma cadeia apolar, se estabelece um equilibrio
entre moléculas solliveis em &gua, interfaces e agregados. A partir de uma
determinada concentracdo, denominada concentracdo micelar critica (cmc), ocorre a
completa saturacdo da interface, iniciando-se a formacdo de outros tipos de
agregados em solucdo, tais como as micelas (figura 13a). Quanto maior o
comprimento da cadeia hidrofébica da molécula anfipatica, maior tendéncia a
agregacdo, ocasionando a diminuicdo da cmc, ou seja, a interface é rapidamente
saturada de maneira que as moléculas que permanecem em solu¢cdo buscam a
diminuicdo do contato com agua, dirigindo a formacdo de estruturas micelares
(Tanford, C., 1991).

Outro tipo de agregado lipidio que € observado em meio aguoso € a
bicamada (figura 13b), que se forma principalmente quando a seccao transversal do
grupo cabeca do lipideo é semelhante ao da cadeia hidrofébica, como € o caso dos
fosfolipideos (Nelson & Cox, 2002). Nesse tipo de agregado duas monocamadas se
organizam gerando uma lamina bidimensional, onde as regifes hidrofobicas das
monocamadas interagem entre si e 0S grupos cabeca interagem com a agua que 0s
solvata. Ja as regibes hidrofébicas situadas nas margens da bicamada
experimentam transitoriamente o contato com a agua, o que gera instabilidade e
promove a formacdo de agregados tridimensionais, sendo principalmente vesiculas
ou lipossomos, que se constituem de bicamadas lipidicas com meio aquoso interno
e externo (figura 13c).

Um dos métodos mais utilizados no estudo das propriedades de membranas
e suas interacbes com biomoléculas € a formacédo de monocamadas ou bicamadas
lipidicas sobre suportes sélidos, como silica, mica e ouro. Avancos nessa area tém

possibilitado uma variedade de estudos envolvendo membranas, proteinas de
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membrana, imunoensaios e aprimoramento de biosensores. A formacdo dessas
camadas lipidicas € comumente obtida com adsorcdo de vesiculas em suportes
sélidos (Richter, Mukhopadhyay & Brisson, 2003).

Muitos estudos tém avaliado os modos de interacdo entre lipossomos com
superficies sélidas, como silica (Rapuano & Carmona-Ribeiro, 1997), mica (Richter &
Brisson, 2005), ouro ou com alcanotiol (Keller & Kasemo, 1998), em sistemas
poliméricos automontados em superficie solida (Ma et al., 2003), e com fosfolipidios
modificados quimicamente (Berquand et al., 2003). A caracterizacdo das camadas
lipidicas formadas pode ser realizada por diferentes técnicas, como microscopia de
forca atbmica (AFM) (Richter & Brisson, 2003), microbalanca de cristal de quartzo
(QCM) (Richter, Mukhopadhyay & Brisson, 2003), elipsometria (Puu & Gustafson,
1997), microscopia de fluorescéncia (Berquand et al.,, 2003), ressonancia de
plasmons de superficie (SPR) (Glasmastar et al., 2002), além de medidas
eletroquimicas como conduténcia e capacitancia (Micelli et al., 2002).

Dominar o processo de transferéncia de membranas para substratos solidos
permitird o desenvolvimento de sensores de membranas, onde os elementos de
reconhecimento molecular podem ser as préprias proteinas das membranas.
Membranas também podem servir de arcabouco para construcdo de diferentes
receptores, devido a grande diversidade de funcionalidades quimicas dos lipideos

naturais e sintéticos.
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2 OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho é desenvolver uma metodologia para detectar

citocromo c utilizando SPRi.

2.1 Objetivos especificos:

1. Descobrir estratégias de sustentacdo de bicamadas na superficie de
ouro.

2. Construir o sensor descrito na figura 14 e caracterizar a ligacdo com
citocromo c através da técnica de SPRi.

3. Mensurar a sensibilidade e o limite de deteccdo do biosensor e

comparar com outro baseado em constru¢cao mais simples.
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Figura 14 — Esboco da construcdo, camada por camada, do biosensor para deteccéo de Cit c.
O desenho tem carater ilustrativo, e ndo estd mostrada a correta ligagcdo do antigeno nos sitios de

ligacdo das cadeias moleculares do anticorpo.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Equipamento de SPRi e calibracao do Biochip

O equipamento de SPR utilizado para as analises desenvolvidas foi um SPRi-
Lab®, que é constituido de um LED que emite luz no comprimento de onda A = 635
nm, um polarizador, uma camera CCD para o fornecimento de imagens da superficie
e uma cela de fluxo de volume de 500 uL. O sensor SPRi-Biochip (prisma de
quartzo, de 2,5 cm, com alto indice de refracdo n =1,515, sendo uma das faces
cobertas com um fino filme de ouro de 48nm) (figura 15), foi especialmente
desenvolvido para experimentos de imagem, e adquirido juntamente com o software
especifico do equipamento (SPRi-View), da Genoptics Bio Interactions (Orsay,
Franca) — o detalhe técnico do equipamento e seus acessorios podem ser obtidos na

pagina http://www.genoptics-spr.com.

Area delineada

de encaixe na cela Suporte p/ Superficie de
de fluxo do SPRi acondicionar o prisma| |ouro do prisma

Figura 15 - Vista superior e lateral de um SPRi-Biochip. O prisma é feito de uma mistura especial
de quartzo e vidro. Na parte superior pode ser visto claramente a superficie de ouro. (Foto obtida do

equipamento de SPRi).

Quando um sensor € utilizado pela primeira vez torna-se necessdaria a
calibracdo (comando acessado pelo SPRi-View), pois € durante esta etapa que o
sensor ajustara o tempo de integracdo do fotodiodo com a interface metal/ar, bem

como a intensidade do LED. Por fim, calibra-se o sensor com um liquido de indice


http://www.genoptics-spr.com/
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de refracdo conhecido (por exemplo, a agua ou solucdo tampao). Nos experimentos
iniciais para calibracdo e otimizacdo do sistema foram utilizadas solucdes de agua,
tampéo fosfato (50mM), tampédo acetato (50mM) e tampado hepes (5mM); todas
preparadas em agua purificada pelo sistema Milli-Q (Millipore Corporation, Billerica,
MA, EUA). Os experimentos foram realizados na temperatura de 24°C e o0s
resultados monitorados pelo programa SPR-View, foram todos tratados no programa
Origin 7.0 (OriginLab Co., Northampton, MA, EUA).

Quanto ao tempo de vida dos Biochips, destaca-se que séo reutilizaveis,
desde que sua superficie seja devidamente limpa e que ndo ocorram danos
mecanicos irreversiveis ha mesma. Pode-se optar também pela remocdo quimica
dos compostos adsorvidos utilizando solucéo piranha, preparada com acido sulfarico
concentrado (teor 95— 98%, Vetec Quimica Fina, SP/Brasil) e peroxido de hidrogénio
(teor 50%, Vetec Quimica Fina, SP/Brasil) na proporcao 3:1, respectivamente. Esta
solucdo, quando necessario, foi deixada sobre a superficie de ouro por

aproximadamente 15 minutos.

3.2 Adaptacao do injetor manual no sistema em fluxo

O sistema de injecdo de amostra foi construido com um injetor manual, um
dispositivo redutor de pulsacdo da bomba peristaltica (Cole- Parmer, EUA) e um
degaseificador Degasser DGU-20As (Shimadzu Corporation, Chiyoda-ku Tokyo,
Japao). Com o uso do injetor manual pode-se manter o fluxo de tampdo ou agua
constante na superficie do sensor, sem a necessidade de ser realizada a parada da
bomba peristaltica, para alimentar o loop de amostragem, com solucdo de analito. E
ainda, volumes definidos de amostra, podem ser injetados pela variacdo do

comprimento e/ou diametro interno do tubo de polietileno acoplado a esse injetor. O
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degaseificador atua na retirada de mini bolhas de ar suspensas nas solucbes de
agua e tampao. Esse sistema de remocédo de ar impede a presenca de ar na linha
de alimentacdo do biochip. A presenca de mini bolhas de ar no biochip, traz contato
de ar com a superficie do sensor, muitas vezes comprometendo 0 sensor ou

evitando a continuidade do experimento.

Sistema de Analise por
Inje¢do em Fluxo - FIA

Degasser

Figura 16 — Foto tirada do equipamento de SPRi Lab *, acoplado a um injetor manual no
sistema de Analise de Injecdo em Fluxo — FIA, uma bomba peristaltica e um degasser.
Apresenta-se nas fotos a identificacdo de cada componente.

3.3 Preparacéo das solucdes utilizadas na construcdo do biosensor

3.3.1 Solugbes Tampéo

Os tampdes utilizados foram Acetato, Hepes e Fosfato: Tampao Hepes:

Pesou-se 0,6g de soluto Hepes (Sigma/Aldrich) diluindo-o em 500mL agua milli Q,
obtendo-se uma concentracdo de 5mM e um volume de 500mL; o pH foi ajustado

para 7,4 com solugdo de NaOH concentrado. Tampao Acetato: Pesou-se 0,33g de

acetato de sédio (Synth Lab), em que se diluiu 0 mesmo em 498,55 de agua milli Q
e 1,45mL de &cido acético glacial (Vetec), obtendo-se uma concentracdo 50 mM e

volume de 500mL; em seguida ajustou-se o pH em 4,0 . Tampao Fosfato: Pesaram-

se 0,3g de fosfato de sédio monobasico (Synth Lab), 0,355 de fosfato de sodio
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dibasico (Synth Lab) e 0,435 de cloreto de sddio (Synth Lab). Misturaram-se os trés
reagentes em um erlenmeyer, onde se dilui a mistura com agua milli Q. Seu pH foi

ajustado para 7,4 obtendo-se uma concentracéao de 50 mM.

3.3.2 Solucéao Piranha

Sob a protecdo de uma capela com fluxo de ar constante, pipetou-se 6mL de
solucédo de peroxido de hidrogénio 50% (H»O,) (Synth Lab) e esta, foi acondicionada
em um béquer; em seguida, pipetou-se 14mL de solucdo de acido sulfarico PA
(H2SO4) (Synth Lab), adicionando-o no béquer lentamente, pois essa reagcdo é
extremamente perigosa, devido ser exotérmica e altamente corrosiva. Devido a
essas caracteristicas fisico-quimicas, ela € designada como solucdo piranha
(solucdo de 70% de &cido sulfdrico e 30% de peroxido de hidrogénio). Com essa

solucéo realizou-se a limpeza dos prismas de ouro.

3.3.3 Solucéao de Quitosana

Em um baldo volumétrico de fundo chato, pesou-se 1g de quitosana em po
(GD 80% - Farma Service Bioextract Ltda.), dissolvendo-a em 100mL de acido
acético 5%. Logo apés, a dissolucéo inicial com ultrasom, submeteu-se a agitacéo
por um periodo de 12 horas, para total solubilizagdo. Ao término da dissolucéo,

obteve-se uma solugcéo de 10mg/mL de quitosana.
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3.3.4 Solucao de BSA (Albumina de Soro Bovino)

Pesou-se 15mg de BSA (Sigma/Aldrich) em um erlenmeyer; em seguida,
adicionou-se 1,5mL de solucao tampéao fosfato. Obteve-se a dissolugcdo completa da

proteina através de agitacdo mecanica (10mg/mL).

3.3.5 Solucéao de Estreptoavidina

Sobre uma balanca analitica, pesou-se em um baldo volumétrico de fundo
chato, 0,3mg de estreptoavidina (Sigma/Aldrich) e adicionou-se 2mL de solucdo
tampao fosfato. Ao final, obteve-se uma concentracédo de 0,15 mg/mL e um volume

de 2mL.

3.3.6 Solucéao de Anti Cit c biotinilado

A reacao de biotinilacao do anti cit ¢ (figura 17) foi preparada de acordo com o
protocolo do fabricante Pierce. Dissolveu-se 1mg de NHS-Biotin (ligante de molécula
de biotina) (Pierce) em 1mL de solvente DMSO (Dimetil Sulféxido) (Merck). Em
seguida, foi montada uma solucdo estoque de 100mg/mL de anti cit ¢ policlonal
isolado por afinidade, de coracdo de ovelha, de peso molecular 15.000Da
(Sigma/Aldrich); e a partir dela foi obtida, para injecdo no SPR, uma solucdo de
10mg/mL. Ent&o, foi misturado 10mg/mL de solugéo de anticorpo (anti cit ¢c) com
1mg/mL do ligante de biotina. Foi deixado “overnight” em freezer para que ocorresse
a biotinilacdo do anti cit c. O produto final foi filtrado, lavado e concentrado, usando-

se um filtro Millipore de (5.000 Da), por centrifugagdo durante 3 horas seguidas de
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adicdo de tampéao fosfato para lavagem. Para ensaio no SPR, foram utilizados

1,5mL do produto final, a uma concentragédo de 10mg/mL.

0
0 5 HN_(
NH
Nio + Proteina NH,
3 s

NHS-Biotin - Pierce
Mass Weight 341.38

0
HN_( 0
Proteina 0 A
+
N N
HN OH
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Figura 17 — Reacédo geral de biotinilagdo de proteinas, através do ligante de biotina. A reagéo
entre a proteina e o ligante NHS-Biotin, ocorre através de uma ligacdo éster labil de uma amina
primaria, na terminacéo N-terminal, geralmente um residuo de Lisina da proteina, e o grupo carbonila,

adjacente da estrutura N-hidroxisuccinimida biotina (NHS-B).

3.3.7 Solucéao de Cit c

Foram preparadas solucbes em varias concentracbes de citocromo ¢ de
coragao equino 295% de peso molecular PM 12.384 Da (Sigma/Aldrich). De 50nM
(10°) a 0,001nM ou 1pM (10™*?) utilizando uma solucdo estoque de cit ¢ de 100uM
(10°). Essas solucdes foram usadas para detectar o limite de deteccdo do

biosensor.
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3.3.8 Solucéo e protocolo de preparo dos lipossomos de glicerofosfolipideos

Os fosfolipideos utilizados foram 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-
Biotinil (N-Biotinil PE) e o L-a-Fosfatidil-DL-Glicerol (PG), comprados da (Avanti

Polar Lipids Inc). A figura 18 mostra a férmula estrutural dos fosfolipideos.
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Figura 18 — Férmula estrutural dos fosfolipideos utilizados. De cima para baixo, L-a-Fosfatidil-

DL-Glicerol (PG) e 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-Biotinil (N-Biotinil PE).

Com o auxilio de uma balanca analitica e dentro de um tubo de ensaio, 0s
lipossomos foram preparados pelo método de extrusdo, pesando-se 40mg de N-
Biotinil PE e 40mg de PG (50% de N-Biotinil PE e 50% de PG). Entdo se dissolveu a
mistura lipidica em cloroférmio (Merck), sob leve agitacdo em um vortex. Através de
um fluxo de argbnio (White Martins), evaporou-se o cloroférmio, e formou-se um
filme de fosfolipideo. Submeteu-se o tubo de ensaio a vacuo, por 30 minutos, para
que qualquer resquicio de cloroférmio se transformasse em vapor. Em seguida
ressuspendeu-se o filme com solucdo tampédo hepes 5mM, pH=4,0, obtendo-se
assim, uma solucao lipidica de aspecto turvo, devido a formacdo de agregados
lipidicos, de concentragdo de 10mg/mL. Utilizando-se um extrusor de membranas
(Avanti Polar Inc.), acoplado a seringas manuais, passou-se a suspensao, por doze
vezes, de uma seringa para outra, através de membranas de policarbonato, com

poros de 0,1um (100nm) de diametro. Assim, os agregados lipidicos, transformam-
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se em lipossomos ou vesiculas unilamelares (SUV) de tamanho igual ao diametro
dos poros dos filtros, tornando a solugdo com um aspecto limpido (figura 19). Essa
diferenca na opalescéncia da solucdo deve-se ao efeito Tyndall, o qual foi

confirmado por experimentos de espalhamento dinamico de luz (Itzhak, 1995).

Formacao dos

o Lipossomos
pHT4 : :
10 mg/mL
KK 1
2 e

Figura 19 — Preparacao dos lipossomos de fosfolipideos. Metodologia aplicada para cada etapa
na formacao de lipossomos (particulas em suspensao). Nota-se a mudanca no espalhamento de luz
antes e depois da extrusdo. Fendbmeno ocorrido devido ao efeito Tyndall. Extrusor obtido da Avanti

Polar Lipids Inc. (Adaptado de Avanti Polar Lipids Inc.)

A extrusao foi realizada em temperatura ambiente (25°C); mas o processo de
extrusdo deve ser realizado em temperatura superior a temperatura de transicao

(Tm) dos fosfolipideos presentes na solugdo. Cada fosfolipideo apresenta sua
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temperatura de transicdo de fase (Tm). Tm aumenta com o comprimento da cadeia
alifatica, diminui com a insaturacao e depende da natureza do grupo polar da cabeca
(Voet et al., 2000). As temperaturas de transicdo dos fosfolipideos utilizados neste
estudo sdo: PG = 10°C (Hegner, Schummer e Schnepel, 1973), N-Biotinil PE= 21,2

°C (Marsch, 1990).

3.4 Estudo da adsorcdo de proteinas e carboidratos na superficie de
ouro

Com o intuito de se obter um suporte que sustente a bicamada de
fosfolipideo no sensor, testou-se a proteina BSA — Albumina de Soro Bovino
(Sigma/Aldrich) e o carboidrato quitosana (GD 80% - Farma Service
Bioextract Ltda.); ambos com concentracdo de 10mg/mL. Foram utilizados
equipamentos de espectroscopia de infravermelho (FT-IR), microscopia eletronica de
varredura (MEV), evaporacédo atbmica por plasma (Sputtering) e ressonancia de

plasmons de superficie (SPR), para caracterizar a formacdo destes filmes

moleculares.

3.4.1 Desenvolvimento de uma superficie de ouro ultrafina sobre laminulas de
vidro

Para que se pudessem realizar estudos de adsor¢éo de biomoléculas no filme
de ouro nos equipamentos de FT-IR e MEV, em colaboragdo com o Prof. Dr. Antdnio
Domingues Santos (Toninho) (Departamento de Fisica dos Materiais e Mecanica do

Instituto de Fisica-USP) e a Prof. Dra. Denise Zezell (Centro de Lasers e Aplicacdes-
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IPEN-USP), foram desenvolvidos filmes finos de ouro (Au) sobre laminulas de vidro.
Estas laminulas foram compradas da Corning Inc., e tem tamanho de 1,24 cm x 4,0
cm. As laminulas passaram por um pré-tratamento de solucdo piranha (70% H,SO, /
30% H,0,) por 15 minutos; em seguida lavou-se em excesso com alcool etilico
(Merck) e agua purificada pelo sistema Milli Q, e logo apds, secaram-se as mesmas
sob um fluxo de argbnio. Apds o pré-tratamento, as laminulas foram submetidas a
um processo fisico sob vacuo, a nivel atbmico, de deposi¢cdo por plasma de atomos
de ouro, chamado “Sputtering”, onde permaneceram na camara evaporadora por 5
minutos. Apdés o término, obtiveram-se laminulas (figura 20) apresentando uma

superficie homogénea de ouro, de 50 nm de espessura.

Antes do processo de Sputtering Depois do processo de Sputtering

Laminulas
com mascara

Laminula inteira
coberta com ouro

Laminulas
sem mascara
Somente os Spots
sdo cobertos com ouro

Figura 20 — Fotos das laminulas obtidas apés o processo de deposi¢cdo por Sputtering. Nota-se
gue, ha laminulas de vidro com e sem mascaras. As laminulas com mascara foram criadas apenas

como teste para formacao de spots de ouro, caso fosse necessario utiliza-las.

3.4.2 Protocolo de preparacao das pastilhas KBr de quitosana e fosfolipideos
para medidas em FT-IR

Em FT-IR, a utilizag@o de pastilha de KBr é a mais recomendada para analise
de solidos, especialmente sob a forma de pd6. Primeiramente triturou-se com um
pistilo, dentro de um almofariz de agata, 1g de KBr (Brometo de Potassio) (Vetec);

em seguida, pesou-se 400mg e colocou-se o conteudo dentro de uma estufa
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(Termaks) a (150°C) por 24 horas, para eliminacdo de agua. Entdo, procedeu-se
similarmente ao processo anterior, triturando-se e pesando-se 2mg de quitosana;
posteriormente misturaram-se 0s dois componentes e colocou-se em um molde para
pastilhas (pastilhador), seguido de compressdo em prensa hidraulica (Perkin EImer®
modelo 4037) com pressao de 8 toneladas por 7 minutos, obtendo-se pastilhas finas
e transparentes. Ressalta-se que, realizou-se 0 mesmo procedimento para o preparo

e obtencao das pastilhas de KBr dos fosfolipideos.

3.4.3 Protocolo de analises qualitativas de adsorcdo de quitosana em
laminulas de ouro por FT-IR e MEV

A formacao de filmes de quitosana em laminulas de ouro foi executada em
um espectrometro por transformada de Fourier (FT-IR) (Thermo Nicolet — modelo
6700), utilizando-se uma faixa espectral entre os niimeros de onda 4000 e 400 cm™,
e também, em um microscopio eletrébnico de varredura (MEV), com filamento de
FEG (JEOL). Os equipamentos foram mantidos em sala com temperatura e umidade
controladas. Antes da leitura das amostras em laminula de ouro, utilizou-se no FT-

IR, como branco, amostras contidas nas pastilhas de KBr.

Na técnica de FT-IR uma laminula de ouro passou por um pré-tratamento de
solugdo “piranha”, para limpeza da superficie, através de lavagem com agua e
secagem sob um pequeno fluxo de argbnio. Submergiu-se a laminula em uma
solugéo de quitosana, 10mg/mL, onde esta permaneceu por 30 minutos. Lavou-se
novamente com agua e secou-se sob um baixo fluxo de argbnio. Transportou-se até
um dissecador, acoplado a um sistema de vacuo, onde a laminula permaneceu por

aproximadamente (24 horas) para evaporacdo da umidade remanescente. Apos
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secagem completa, a laminula de ouro foi levada até o FT-IR para obtencdo de

dados. A figura 21 ilustra o processo explanado acima.

Solugio de quitosana
diluida em ic. acético 5 %
10 mg/mL

/’//’///I

8 4

Lavagem
com agua

Repouso por
30 minutos

Dissecador

Secagem FT-IR - Thermo Hicolet 6700

com argonic

Figura 21 — Processo de adsorc¢do de quitosana em laminula de ouro para caracterizagao por
FT-IR. Técnica de Langmuir-Blodgett (LB), que permite a deposicdo de filmes camada por camada,

em que, cada camada pode ter espessura de uma Unica molécula.

Para a coleta de resultados com MEV, foram selecionadas duas laminulas de
ouro, ambas receberam um pré-tratamento com solug¢do piranha para limpeza da
superficie; em seguida lavou-se com &agua e secou-se sob um baixo fluxo de
argonio. Posteriormente, levaram-se as mesmas até um dissecador, acoplado a um
sistema de vacuo. Uma das laminulas foi utilizada como background (amostra
branca) e a outra, foi mergulhada em solugcédo de quitosana onde permaneceu por 30
minutos. Novamente lavou-se com agua e secou-se sob um baixo fluxo de argénio,
e posteriormente também foi colocada no dissecador. As duas laminulas foram

analisadas por MEV. Este procedimento esta apresentado na figura 22.
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Solugio de quitosana
diluida em dc. acético 5%
10 mg/mL

Repouso por 3

POUSO | Dissecador
30 minutos
Lavagem

com agua

Secagem
com argonio

Microscopio Eletronico
de Varredura

Figura 22 — Processo de adsorcado de quitosana em laminula de ouro para caracterizacao por
MEV. Utilizacdo do método de Langmuir-Blodgett (LB) para deposicao de quitosana em superficie
metalica de ouro. Apés deposicéo do biopolimero, a laminula passa por lavagem, secagem e entéo é

acoplada ao MEV para leitura.

3.4.4 Protocolo de verificacdo das interacbes entre a quitosana e 0S
fosfolipideos por FT-IR

A laminula de ouro foi tratada com solucao piranha (70% H,SO4 / 30% H,0,).
Com uma pinca de aco inox, mergulhou-se a laminula em solugcéo de quitosana por
30 minutos. Em seguida, lavou-se com agua e secou-se sob um baixo fluxo de
argonio. Logo apés, levou-se ao FT-IR para leitura de dados. Posteriormente
submergiu-se a laminula na solucéo de fosfolipideos (PG /N-Biotinil PE — 10mg/mL),
onde permaneceu por 30 minutos; em seguida lavou-se com agua milli Q e secou-se
sob fluxo de argbnio. Entdo, transportou-se ao FT-IR para andlise. A Figura 23
ilustra o procedimento de adsorcédo, camada por camada, explanado acima com a

formacéao do filme de fosfolipideo sobre o de quitosana.
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Laminula /
Solugéo de quitosana /"’ transportada —» J Laminula
diluida em dc. acético 5 % ate o FTIR / ™ / /'" / , transportada
10 mgimL Otengao / / ate o FT-IR
de dados / / Otencao
de dados
RepOU§o Lavagem com agua Soqu:a’o de 2 /
por 30 minutos fosfolipideo em | o Repouso por
\. tampao hepes - / 30 minutos
'// 1omgimL | fo ko
y o
/ o
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Figura 23 — Processo de adsorcdo de quitosana em laminula de ouro, e fosfolipideo sobre
guitosana, para verificagdo de ligacdo entre as biomoléculas. Nota-se na parte ampliada do
desenho, a adsor¢céo da quitosana na laminula de ouro e do fosfolipideo na quitosana.

3.4.5 Protocolo de andlises quantitativas de adsorcdo de quitosana em
laminulas de ouro, e lipossomos sobre quitosana por SPRi

ApoOs a etapa de limpeza do prisma de ouro e executada a calibracdo do
equipamento de SPRi, iniciou-se a formacdo do sistema multicamadas
Quitosana/Fosfolipideos (PG /N-Biotinil PE) com o monitoramento da refletividade
em tempo real. Iniciou-se o experimento com um fluxo de solucédo tampao acetato 50
mM e (pH 4,0) para se obter a linha base. Depois de aproximadamente 15 minutos
injetou-se ~ 500uL da solucédo de quitosana, aguardou-se em média 5 minutos com
o fluxo desligado, para adsorcdo da mesma no filme de ouro. Em seguida, o fluxo foi
reiniciado para lavagem do restante ndo adsorvido no filme. Repetiu-se esse
procedimento por mais duas vezes, para se obter preenchimento total da superficie
de ouro e com o filme homogéneo e nanoporoso de quitosana.

Dando-se sequéncia no experimento, esperou-se uma nova estabilizacdo da
linha base, e realizou-se a troca de tampdo de acetato por tampao hepes, para
posterior inje¢do dos lipossomos. Injetou-se duas vezes, separadamente, 500uL de

solugéo de lipossomos sobre o filme de quitosana. Desligou-se o fluxo, aguardou-se



53
15 minutos, em média, para a desintegracdo dos mesmos e posterior formacéo de
uma bicamada de fosfolipideos. Em seguida, iniciou-se o fluxo para lavagem e

remocao dos fosfolipideos nao ligados.

3.5 Protocolo para a formacéo da camada de estreptoavidina ligando-se
a biotina marcada nos fosfolipideos

Depois da formacdo do filme de quitosana na superficie de ouro e da
bicamada de fosfolipideo biotinilado, trocou-se a fase moével, de tampé&o hepes (5mM
pH 7,0) para tampé&o fosfato (50mM pH 7,4). Efetuou-se duas inje¢des, cada uma de
500 pyL de solugcdo de estreptoavidina (0,15 mg/mL). Aguardou-se, em média 15
minutos, para ocorrer a ligacdo entre as duas biomoléculas. Em seguida, ligou-se o

fluxo para lavagem do excesso nao ligado.

3.6 Ligacdo do anticorpo anti cit ¢, marcado com biotina, na
estreptoavidina

A etapa final na construcdo do biosensor foi a ligacdo da estreptoavidina com
0 anti cit c. E importante salientar que, ap6s a ligacdo da estreptoavidina na
superficie do biosensor, restaram dois sitios equivalentes de ligacdo da
estreptoavidina para interagir com a biotina. Portanto, esses serdo preenchidos
pelas moléculas de biotina ligadas no anticorpo. Foram preparadas solu¢des de anti
cit ¢ biotinilado, de acordo com o modo de preparo, ja descrito no protocolo 3.3.6.
Apés a estabilizacdo da linha base com tampéo fosfato, injetou-se 500 uL de
solugéo de anti cit c 10mg/mL, em seguida, desligou-se o fluxo e aguardou-se cerca

de 10 minutos, para as interagdes ocorrerem. Logo apds, reiniciou-se o fluxo para
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lavagem com tampédo fosfato, do que ndo havia sido especificamente ligado.
Repetiu-se esse procedimento, onde se obteve a formacao de anticorpos ligados no
biosensor; e estes agora poderdo interagir com o0 antigeno cit ¢, que é o alvo da

construcdo do sensor.

3.7 Associacao do antigeno cit c com o anticorpo anti cit ¢ por SPRi

Foram preparadas solucbes de cit ¢ na faixa de concentracdo de 50nM a
0,001nM (1pM) em tampéo fosfato 50mM pH 7,4. Todas as solucbes foram
preparadas por diluicio de uma solucdo de citocromo 100uM em tampao fosfato
50mM no pH indicado. As interacfes foram estudadas pela técnica de SPRI, através
da monocamada de anti cit ¢, formada sobre a monocamada de estreptoavidina. As
injecdes de cit ¢ foram realizadas com loop de amostragem de 500 pL e vazao 0,35
mL/min, sendo que a solucéo de cit ¢ foi deixada em contato com a monocamada do
anticorpo pelo tempo de 10 minutos, com o fluxo parado. Dando sequéncia na
construcdo do biosensor, foram injetadas varias concentracdes em diferentes
experimentos realizados (50 nM até 0,001nM). Todos 0s experimentos seguiram a
mesma metodologia, apenas, com suas concentracdes diferentes. Entao injetou-se
500 pL de cit ¢, e com o fluxo desligado, aguardaram-se em média 10 minutos, para
as devidas interacdes entre antigeno-anticorpo ocorrerem. Logo apos, reiniciou-se o
fluxo de tampéo para verificacdo da ligacdo entre as biomoléculas e remocédo do
remanescente ndo adsorvido. Apés a estabilizacdo da linha base, foi realizado
novamente esse procedimento, por mais duas vezes. Depois das duas Ultimas
injecOes, monitorou-se a estabilizagdo da linha base e encerrou-se o experimento.
Entéo, coletou-se todos os dados do SPRI, para serem tratados no programa Origin

7.0.
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3.8 Estimativa do limite de deteccédo de cit ¢ por SPRi, com blindagem
da superficie de ouro com BSA, sem o sensor de membrana

Este protocolo foi realizado, com o intuito de se avaliar o limite minimo, em
termos de concentracdo, da capacidade de interacdo do antigeno citocromo ¢ no
seu anticorpo anti cit c; que é passivel de deteccdo pelo biosensor sem membrana.
Como descrito no item 3.7, também foram executadas varias injecdes de cit c em
diversas concentrac¢des (50nM, 1nM, 0,1nM, 0,01nM e 0,001nM).

Utilizou-se BSA como agente de blindagem da superficie de ouro.
Inicialmente efetuou-se a limpeza do prisma em solugéo piranha, e em seguida, o
mesmo foi acoplado ao SPRi, e com as calibragGes realizadas, iniciou-se o
experimento. Ligou-se o fluxo de tampao fosfato, e apos alguns minutos com a linha
base estabilizada, injetou-se BSA, desligou-se o fluxo de tampéo e aguardou-se as
interagbes com o ouro. Entéo, iniciou-se o fluxo para a remoc¢éo do BSA néao ligado.
Repetiu-se por mais duas vezes o mesmo procedimento, para cobrir totalmente a
superficie de ouro com BSA e evitar a ligacdo ndo especifica do cit ¢ com a
superficie de ouro (Fasman, 1976), (Lori & Hanawa, 2004) e (Hirayama et al., 1990).
Passado alguns minutos, para a linha base se estabilizar, injetou-se anti cit c,
desligou-se o fluxo, para a interacdo das duas proteinas, e novamente, ligou-se o
fluxo, para lavagem. Apés a estabilizacdo da linha base, injetou-se cit ¢ e desligou-
se o fluxo, para que as interacdes especificas de antigeno-anticorpo ocorressem.

Ligou-se o fluxo novamente para lavagem das moléculas néo ligadas.
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3.9 Calculo da sensibilidade do sensor e estimativa do Limite de
Deteccéo (LOD)

A sensibilidade é o intervalo de concentracdo linear das curvas de calibragédo
no estado estacionario determinada pelo grafico de (AR)/C ou (AR)/log C/C° versus
log C/C°. A sensibilidade descreve o quanto a resposta (refletividade) varia com a
variagcdo da concentragdo do analito e, pode ser expressa como a inclinacdo da
curva analitica (coeficiente angular). O limite de deteccdo € o0 minimo de
concentracdo da substadncia em andlise que pode ser detectada (Fatibello &

Capelato, 1992).

Limites de Deteccéo (LOD — do inglés Limit of Detection é indicativo da
sensibilidade instrumental para um determinado analito (Yeatman, 1996); (Kunz, U.
et at., 1996). LOD foi calculado segundo a definicdo da IUPAC, a partir da equacao
4.

ﬁ:.
Lop -2
m

onde m é o coeficiente angular da reta obtida da curva, s, a estimativa do desvio
padrdo da curva e k, uma constante estatistica. O uso de k = 3 permite um nivel de
confiangca de 99,8%, para uma medida assumindo distribuicdo normal. Para o
calculo do desvio padréao do branco, utilizou-se cerca de cem valores de refletividade
da tabela de dados (refletividade em fung¢do do tempo) e, calculou-se a média e o
desvio padréo (tabela 1). O limite de deteccédo foi calculado através das equacdes

das retas, obtidas das curvas analiticas (Miller & Miller, 1993).
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Tabela 1. Valores obtidos dos calculos da média de variacédo de refletividade e desvio padréo
do branco (Graficos das figuras 39 e 45).

Valores para o célculo Sensor de

do LOD Membrana Sensor de BSA

Média de cem valores de

refletividade 45,0914 45,7933

Desvio padrdo do branco 0,8017 0,5318

3.10 Calculo das espessuras das camadas e quantidade de material
adsorvido

E possivel obter a espessura e a quantidade de material adsorvido por SPRIi,
através das relac6es das varidveis de mudanca de reflectancia d(%R) em funcéo da
concentracdo (dc) [d(%R)/dc], e da variacdo do indice de refracdo em funcdo da
concentracdo (dn/dc). Para isso é necessario que a refletividade seja convertida em

indice de refracao (lvanov, 1988).

Suraniti et al., (2007) e Tumolo, (2008) calcularam curvas de calibracéao
monitorando diferentes concentragdes de sacarose (utilizada como padrao, ja que a
mesma ndo se liga no ouro). Obtiveram o valor de d(%R)/dc = 421,87 cm3.g™". A
razdo entre valores de d(%R)/dc da sacarose e dn/dc do analito em questéo, resulta
em um parametro de calibragéo igual a A(%R)/An. Este valor pode ser utilizado na
conversdo dos valores de reflectancia obtidos no SPRi em valores de indice de
refracdo, e dessa maneira, proceder com os célculos para obtencdo da espessura

do filme e quantidade de material adsorvido.

Calculou-se inicialmente o valor de (lg), a extensdo de decaimento
caracteristico do campo eletromagnético evanescente, através da equagédo 3. O

comprimento de onda do feixe luminoso no SPRi € de 635 nm. O valor de (ly) foi
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calculado em cada experimento, uma vez que 0 mesmo varia conforme a espécie
que esta sendo analisada. A obtencéo dos valores de espessura (d) das camadas €

possivel pela equagéo 5.

d=- i)hﬂ_ M) (5)
2 n, = iy

A quantidade de material adsorvido (I') (em mg.m?, ng.mm™ ou moléculas.

cm™) foi obtida utilizando-se a equacéo 6 (De Feijter & Benjamins, 1978).

[=d* [(ne—ns)/ (dn/dC)] ()

Onde (d) é a espessura da camada adsorvida (em nm), (ny) é o indice de
refracdo do adsorbato, (np) é o indice de refracdo do solvente ou tampao, (Neff) € O
valor de indice de refracdo monitorado pelo equipamento de SPR e o dn/dC é a
variacdo do indice de refracdo em funcdo da concentracao.

De acordo com a (tabela 2), aplicou-se os referidos valores nas equacdes
mencionadas acima, para a obtencdo das espessuras e quantidades de material

adsorvido.

Tabela 2. Valores de indice de refrac&o (n) e dn/dC obtidos na literatura.

Amostra indice de refracéo (n) dn/dC (g/cm3)
Tampéo Acetato * 1,3336
Tampao Hepes ? 1,3335
Tampao Fosfato * 1,3333
Quitosana ” 1,5 0,154
BSA' 1,52 0,183
Fosfolipideos ° 1,46 0,182
Estreptoavidina 1,52 0,185
Anti Cit ¢ © 1,5 0,183
Citocromo ¢ © 1,62 0,180

a) Medzon etal., (1971).

b) Huang et al., (2003), Sorlier et al., (2003), Fujimoto et al., (2002).

c) Lingler etal., (1997), Plant, (1995), Richter et al., (2003), Ross et al., (2001).
d) Herron etal., (1992), Swann et al.,(2004), Stayton et al., (1999).

e) Weastetal., (1979), (Yeung et al., (1999).

f) Fasman, (1976).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtenc&o de um suporte hidrofilico, com base na modificacdo da
superficie com biopolimero

Durante o periodo de desenvolvimento de uma nova metodologia para
funcionalizar superficies metélicas e, com o objetivo de desenvolver um biosensor
de membranas, foram analisadas varias estratégias com a finalidade de se encontrar
um suporte adequado que se ligasse na superficie de ouro e que oferecesse

sustentacao e estabilidade para a bicamada de fosfolipideo biotinilado.

Considerando estratégias conhecidas da literatura e também do nosso grupo
a aplicacdo de alquil-tiis de cadeia longa (Tumolo e Baptista, 2008), ligacdo da
proteina Albumina de Soro Bovino (do inglés Bovine Serum Albumin — BSA) (Gobi et
al., 2004), de dendrimeros PAMAM (Zucolotto et al., 2005) e de poli-lisina (Benitez et
al., 2002), (Suraniti et al., 2007), ndo se mostraram adequados para 0S N0OSS0S
objetivos; pois esses sistemas ou formavam uma bicamada de membrana mista (do
inglés Hybrid Mambrane Bilayer - HBM) ou multicamadas e agregados lipidicos
(Walter, Steer e Blumenthal, 1986). Optou-se por fazer testes com a quitosana, ja
gue a mesma possui grupos quimicos que podem interagir com fosfolipideos, porém
sem carga residual em pH ~ 7.0, dificultando a formacdo de multicamadas e

facilitando a formacao de uma bicamada acima do filme de quitosana.

Nas figuras 24 e 25 sdo mostrados os espectros de infravermelho em pastilha
de KBr, e em seguida os espectros de infravermelho na laminula de ouro, com

quitosana adsorvida.
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Figura 24 — Espectro de infravermelho da quitosana em pastilha de KBr. A intensidade é dada

em porcentagem de transmiténcia em fungdo do numero de onda.

O espectro da figura 24 apresenta uma banda caracteristica do biopolimero
quitosana em 3450 cm™ como consequéncia dos grupos OH ligados na estrutura, e
as ligacdes intra e intermoleculares presentes na propria cadeia e entre cadeias. A
banda de 2900 cm™ refere-se & deformacédo axial do grupo CH,. Outra absorcédo
comum da quitosana é uma banda forte em 1074 cm™, que é atribuida & deformac&o
axial C—O—C do anel glicopiranosideo. A absorcdo referente a ligacdo beta
glicosidica entre os carbonos 1 e 4 ocorre em 1161 cm™. As absorcdes em 1423 e
1380 cm™ representam a deformacdo angular de CH, e CH, respectivamente. A
banda denominada de amida I, com nimero de onda em 1656 cm™, indica a
deformacéo axial de C=0 e N—H associados a pontes de hidrogénio. A intensidade
de absorcdo dessa banda estad diretamente ligada ao grau de desacetilagdo do

biopolimero (Silverstein et al., 2000).
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Figura 25 — Espectro de infravermelho da quitosana adsorvida sobre a laminula de ouro. A

intensidade € dada em porcentagem de transmitancia em fung¢&o do nimero de onda.

O espectro da figura 25 confirma a estrutura quimica da quitosana em forma
de filme fino sobre a laminula de ouro, com apenas algumas diferencas,
principalmente na forma e intensidade dos picos. A banda de OH, em 3450 cm™, se
torna mais intensa (absorbancia em 1,56 u.a.) devido a presenca de grupos OH
remanescentes da agua da diluicdo com acido acético. A banda fina que aparece em
2360 cm™ é caracteristica de gas CO, (Silverstein et al., 2000). Segundo (Miiller et
al., 1998) e (Pavia et al. 2000) o aumento de intensidade de absorbéancia (2,3 u.a.)
em 1656 cm™ se deve a possivel formacdo de pontes de hidrogénio do grupo N—H
da amida | com OH remanescente da umidade da agua junto ao acido acético que
dissolveu a quitosana. As outras bandas ratificam a presenca de moléculas de

quitosana na superficie de ouro da laminula.
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Andlises qualitativas do filme de quitosana em laminulas de ouro foram
realizadas utilizando a técnica de Microscopia Eletronica de Varredura - MEV. As
figuras 26 e 27 mostram, respectivamente, as micrografias obtidas das laminulas; (o

branco) e a laminula com quitosana depositada (protocolo 3.4.3).

Pequenos;
defeitos

LEI 1.0kV X350 1 Opm_ WD 5.6mm

Figura 26 — Micrografia eletronica de varredura. A imagem mostra uma laminula de ouro utilizada
como amostra branca (branco). Notam-se pequenos defeitos de nivel atbmico na superficie durante a

deposicao do ouro por Sputtering.

Figura 27 — Micrografia eletrébnica de varredura. Laminula de ouro coberta com um filme de

quitosana. Nota-se a formacéo de uma superficie nanoporosa, em forma de montanhas e vales.
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A superficie de quitosana encontrada € formada por nucleos parcialmente
circulares distribuidos ao longo do filme configurando uma estrutura do tipo
‘montanhas e vales”. Esses nucleos sao provavelmente, aglomerados de cadeias
poliméricas resultantes da interacdo em meio aquoso e da subsequente deposicao
conjunta sobre o substrato sélido de ouro. Segundo Claesson (Claesson et al.,
1992), uma caracteristica comum deste filme em escala nanométrica € uma
topografia irregular e nanoporosa.
ApoOs a identificacdo da adsorcdo de quitosana na superficie metalica, partiu-
se para os testes com a técnica de SPRi, com o intuito de se obter informacdes das
interacGes do biopolimero, com filme nanomolecular. A figura 28 mostra a cinética

de adsorcao da quitosana em superficie de ouro, de acordo com o protocolo 3.4.5.
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Figura 28 — Variacdo da refletividade em funcdo do tempo de adsorcdo de quitosana. Séo
indicados os momentos de injecdo da quitosana (10mg/mL). As injecdes de tampdo indicadas

referem-se ao tampéao Acetato 50 mM em pH 4,0.
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Pode-se observar na figura 28, que a injecdo das solucfes de quitosana em
meio acido, causam mudanca na refletividade da superficie de ouro/tampao. Na
faixa de pH entre 3,5 a 4,0, os grupos amino (NH,) estdo protonados (NHs") e
portanto, essas cargas fazem com que o biopolimero assuma uma determinada
conformacao molecular estendida, Ihe conferindo muitos pontos de interagcdo com a
superficie e consequentemente maior eficiéncia de adsorcdo (Oss, Van Good &
Chaudhury, 1986).

Nas imagens de SPRIi, o clareamento (aumento de refletividade) de uma
determinada regido em comparag¢do com outra, indica a ocorréncia de adsorcao. As
imagens da figura 29 mostram que, do momento anterior a injecdo da quitosana
(imagem A) até 25 minutos ap0s o inicio da adsor¢ao (imagem C) ocorrem variacfes

na imagem, que € mais clara em (C) do que em (A).

Figura 29 — Imagens obtidas por SPRi na adsor¢cdo de quitosana sobre o eletrodo de ouro. (A)
Prisma antes da injecdo de quitosana, (B) Prisma apds 10 minutos de adsor¢cdo da quitosana, (C)

Prisma apés a Ultima lavagem com tamp&o acetato.

Utilizando as equacdes 5 e 6 no célculo da espessura da camada de

quitosana e quantidade de material adsorvido, em meio &cido, e admitindo-se os
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valores de (A(%R) = 4,0), (A(%R)/An = 2739,41), (ne = 1,3350), (nb = nAcetato

50mM = 1,3336) e (na = nQuitosana = 1,50 (Huang et al., (2003), Sorlier et al.,

(2003) e Fujimoto et al., (2002)) calculou-se que a monocamada de quitosana tinha
9,0 A (0,9 nm) de espessura e a quantidade de material adsorvido era de 1,001

ng/mm? (tabela 3).

Tabela 3. Valores obtidos na formac¢do de uma monocamada de quitosana.

Spot 7 (Preto) Monocamada de Quitosana
A(%R) 4,0

A(%R)/An 2739,41

Nert 1,3350

nb = nAcetato 50mM 1,3336

na = nQuitosana 15

Espessura (nm ou A) 0,9nmou9,0A
Quantidade de material adsorvido (ng/mm?) 1,01 ng/mm?

Consultando a literatura, verificou-se que o0s valores de espessura e
quantidade de material adsorvido obtidos neste trabalho, sdo compativeis com uma
monocamada de quitosana. Outros trabalhos publicados indicam espessuras
variando de 7 A a 10A para uma monocamada de quitosana, dependendo do grau

de desacetilacdo (Huang et al., (2003), Sorlier et al., (2003) e Fujimoto et al., (2002)).

4.2 Formacédo de camadas fosfolipidicas sobre uma superficie de ouro
modificada: um sistema mimético de membranas bioldgicas

A camada de quitosana ligada na superficie do ouro proporciona um suporte
para acomodacao dos lipossomos e uma “blindagem” a superficie de ouro, de forma
a prevenir o contato direto entre as biomoléculas a serem estudas (como as

proteinas anti cit ¢ e cit c) e a superficie metalica. Apés a modificacdo da superficie
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de ouro, foi entéo, estudado se ocorre, e de que maneira acontece, a ligacao entre a
quitosana e os fosfolipideos. A eficacia desse sistema multicamadas
(quitosana/fosfolipideos) na adsorcdo de vesiculas foi descrito anteriormente (Faldt,
Bergenstahl & Claesson (1993); Oss, Van, Good & Chaudhury (1986)). No entanto, é
importante fazer uma caracterizacdo considerando os lipideos e a quitosana que
serdo empregados neste projeto. Desta forma, testamos a viabilidade de utilizac&o
da quitosana como suporte para adsorcdo de lipossomos constituidos de 1,2-
dioleoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-Biotinil (N-Biotinil PE) e L-o-Fosfatidil-DL-
Glicerol (PG), para formacdo de mono ou bicamadas miméticas. Foram realizados
experimentos qualitativos e quantitativos através das técnicas de FT-IR e SPRI,

respectivamente.

Inicialmente foi obtido o espectro de infravermelho, do fosfolipideo em pastilha
de KBr, preparado de acordo com o protocolo 3.4.4, como mostra a figura 30. As
bandas entre 3450 e 3224 cm™ representam a deformacao axial de OH associada a
pontes de hidrogénio. As absor¢des na faixa de 2931 a 2854 cm™ estéo associadas
a deformacdo axial de C—H alifatico. A banda em 2360 cm™ é caracteristica de gas
CO,. A banda em 1735 cm™ é representado pela deformacdo axial de grupos
ésteres alifatico, tal como, C=0 e C—O. A absorcdo em 1647 cm™ refere-se a
deformacéo axial de intensidade fraca da ligacao insaturada de grupos etilenos C=C.
A banda de absorcdo em 1465 cm™ destaca a deformac&o angular dos grupos C—H
e CH,. Duas absor¢des de extrema importancia séo as que ocorrem em 1245 cm™ e
entre 723 e 817 cm™, pois representam a deformacdo axial de grupos fosfatos
alifatico P=0, P—O e P—O—C, respectivamente; caracteristicos de fosfolipideos.

As bandas em 1064 cm™ e 1020 cm™, representam respectivamente, a deformacéo
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axial de C—O—~C e a deformacao axial de amina primaria C—N (Silverstein et al.,

2000).
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Figura 30 — Espectro de infravermelho da pastilha de KBr de PG /N-Biotinil PE. A intensidade é

dada em porcentagem de transmitancia em funcdo do niumero de onda.

O espectro de infravermelho apresentado na figura 31 demonstra a formacao
das camadas moleculares de quitosana e lipideo, de acordo com o protocolo 3.4.4.
A banda de 3450 cm™ representa as hidroxilas associadas a pontes de hidrogénio,
tanto da quitosana quanto do fosfolipideo. A absorcdo em 2927 cm™ e 2854 cm™
referem-se a deformacdo axial de C—H do fosfolipideo e da quitosana,
respectivamente. Em 2360 cm™, esse nimero de onda indica absorcdo do gas CO».
Duas bandas importantes que representam o fosfolipideo foram identificadas em
1735 cm™, que se refere & deformac&o axial de ésteres alifaticos C=O e C—O, e a
outra em 821 cm™, que se refere & deformacao axial de P—O—C. Também a banda

em 1458 cm™, relativo & deformacdo axial de C—H e CHy, ratifica a presenca do
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fosfolipideo. As bandas de amida I, nimeros de onda 1656 cm™ e 1650 cm™ com
deformacdo axial de C=0 e N—H, e a do anel glicopiranosideo, em 1074 cm™, com
deformacdo axial de C—O—O, e a ligagdo C—C—N, em 1380 cm?, confirmam a

presenca da quitosana (Silverstein et al., 2000).
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Figura 31 — Espectro de infravermelho caracterizando a adsor¢éo do fosfolipideo na quitosana,
tendo como substrato uma laminula de ouro. A intensidade é dada em porcentagem de
transmitancia em fungdo do niumero de onda.

As formas e intensidades das bandas do filme de quitosana e fosfolipideo
podem ser explicadas pelo modo de adsor¢céo durante a formacdo das mesmas na
superficie de ouro. O micro ambiente é altamente influenciado por um arranjo
geomeétrico dos principais grupos funcionais que compdem essas biomoléculas, tais
como, amida, amina, fosfato, hidroxila; que sofrem fenbmenos chamados de “efeitos

de vizinhanga”, caracterizados por forcas intra e intermoleculares, determinando
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assim suas conformacdes e orientagcdes moleculares Fang et al., (2001); Chittur et

al., (1986); e Muller et al., (2001)).

Apés a comprovacao da formacdo das camadas de quitosana e fosfolipideo,
determinou-se quantitativamente, através da técnica de SPRi, a adsor¢cdo do
fosfolipideo sobre a quitosana. O grafico da figura 32 esbocga a cinética de adsorgéo
do polissacarideo e dos fosfolipideos, de acordo com o protocolo 3.4.5. Nota-se que
ocorre uma grande variacdo da refletividade quando uma solucdo de fosfolipideo
composta por lipossomos de N-Biotinil PE / PG entra em contato com a camada de
quitosana. Verifica-se que mesmo apds a lavagem com tampdo, a camada de
fosfolipideo mantém-se ligada na quitosana. De acordo com Richter & Brisson
(2003) e Naumann et al. (2003) ocorrem interacdes eletrostaticas entre as moléculas
de quitosana e o fosfolipideo anidnico presente nas vesiculas. Huang et al., (2003),
Sorlier et al., (2003), Fang et al., (2001) definem que os polications, como a
quitosana, ndo so induzem a agregacédo de vesiculas compostas, no minimo de 10%
de lipidio anibnico, tal como, o Fosfatidil Glicerol — PG, como também, promovem a
fus@o destas vesiculas. Estes autores relataram também as condi¢cdes necessarias
para que cada um destes processos ocorra, sendo que o mecanismo de interacao
passa pela desintegracdo, se houver sitios suficientes nos lipossomos para
interagirem com uma quantidade também suficiente de quitosana, e havera a fuséo

se a neutralizacdo de cargas ocorrer.
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Figura 32 - Variacdo da refletividade em funcdo do tempo durante a adsorcdo dos

fosfolipideos formados por PG / N-Biotinil PE em meio tamponado sobre monocamada de

quitosana. S&o indicados os momentos das adsor¢des dos fosfolipideos. As injecdes de tampéo

indicadas referem-se ao tampéo Hepes 5 mM em pH 7,4 .

Através das equacdes 5 e 6 foram calculados, a espessura da camada de

fosfolipideo e a sua quantidade adsorvida (tabela 4). Obtém-se o valor de 34,5 A

(3,45 nm) para a espessura e 2,399 ng/mm?

adsorvido.

para a quantidade de material

Tabela 4. Valores obtidos para uma bicamada de fosfolipideos.

Spot 3 (Rosa)

Bicamada de Fosfolipideos

(%AR) 8,0
(%AR)/An 2317,96
Negt 1,3368
nb = nHepes 5mM 1,3335
na = nFosfolipideos 1,46

Espessura (nm ou A)

3,45 nm ou 34,5 A

Quantidade de material adsorvido (ng/mmz)

2,399 ng/mm2
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Consultando a literatura verificou-se que as espessuras das monocamadas de
fosfolipideos tém valores variando de 16 A a 19 A. O valor da espessura do filme de
lipideo em 34,5 A é compativel com a formac&o de uma bicamada (Williams et al,

(1997), Lingler et al. (1997), Plant (1995) e Richter & Brisson (2003)).

Conclui-se através dos resultados obtidos e de consultas na literatura, que o
sistema escolhido e caracterizado [quitosana + fosfolipideo (N-Biotinil PE / PG)]
resulta na formagéo de uma monocamada de quitosana sobre o eletrodo de ouro, e
de uma bicamada de fosfolipideo adsorvido na quitosana. Esse sistema apresenta
vantagens perante outros modelos na formagdo de um ambiente mimético de
membrana celular, tais como, aqueles descritos por Benitez & Jimenez (2002),
Tumolo e Baptista (2008), nos quais, utilizaram filmes de poli-eletrélitos (Poli-lisina +
Heparina + Poli-lisina) e ao final, verificaram que ocorre a agregagcédo descontrolada
das vesiculas na camada de Poli-lisina, prejudicando a formacdo de monocamadas
ou bicamadas lipidicas. Comparativamente as HBMs, essa constru¢cdo também
apresenta vantagens, pois se trata de uma bicamada lipidica, e ndo de uma hibrida

(tiol hidrofébico/fosfolipideo), sendo assim, um modelo mais préximo ao real.

4.3 Estudo da adsorcéao e desorcédo de estreptoavidina em fosfolipideos
marcados com biotina

ApoOs desenvolver uma metodologia para funcionalizar o sensor com a
bicamada de fosfolipideo, buscou-se uma estratégia para quantificar a concentracao
do citocromo c. Quimicamente essa estratégia constitui-se de utilizar a grande
afinidade entre a biotina e a estreptoavidina ((Green et al., (1990-2000) e Herron et

al., (1992)).
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O lipideo contendo biotina liga a estreptoavidina, que age como um ligante da
préxima monocamada, pois a estreptoavidina tém quatro sitios ligantes equivalentes
para a biotina, permitindo a constru¢cdo de mais camadas moleculares (Jung et al.,
2000). O complexo biotina-estreptoavidina possui uma constante de afinidade de
10® L/mol. O grande valor dessa constante deve-se a um reconhecimento
molecular, mediado por pontes de hidrogénio, forcas de Van der Waals e efeito
hidrofébico entre as cadeias laterais de aminoacidos especificos, que compdem as
duas proteinas (Herron et al., 1992). Esta é uma estratégia muito utilizada na
literatura para a construcdo de filmes moleculares (Stayton et al., 1999). Sendo
assim, dando sequéncia na construcao do biosensor, foram realizados experimentos
injetando-se estreptoavidina sob a bicamada de fosfolipideo biotinilado, como

descrito no protocolo 3.5.

Observe na figura 33 que depois da injecdo de estreptoavidina, 73 minutos
apés o inicio, hd aumento na refletividade, indicando que houve ligacdo nas

moléculas de biotina dos fosfolipideos.
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Figura 33 — Variacdo da refletividade em funcdo do tempo de adsorcédo para cada um dos
N-Biotinil PE /

estreptoavidina, em meio tamponado. S&o indicados os momentos das adsor¢cdes de cada

componentes do sistema multicamadas formado por quitosana / PG :

componente. Na Ultima etapa ocorre a saturacdo da monocamada de estreptoavidina. As injecdes de
tampéo indicadas referem-se aos tampdes Acetato 50mM em pH 4,0, Hepes 5 mM em pH 7,4 e
Fosfato 50mM em pH 7,4 .

Aplicando as equacdes 5 e 6 foram calculados a espessura da camada e a
quantidade de material adsorvido de estreptoavidina, obtendo-se o valor de 48,9 A
(4,89 nm) para a espessura e 3,089 ng/mm? de quantidade de material adsorvido
(tabela 5). Este valor de espessura corresponde a uma monocamada, de acordo
com os trabalhos de (Paudler & Riegler (1992)), os quais indicam espessuras

variando de 45 a 50 A para uma monocamada de estreptoavidina.
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Tabela 5. Valores obtidos para uma camada de estreptoavidina.

Spot 2 — (Vermelho) Monocamada de Estreptoavidina
(%AR) 10,0

(%AR)/An 2280,37

Neft 1,3376

nb = nFosfato 50mM 1,3333

na = nEstreptoavidina 1,45

Espessura (nm ou A) 4,89 nmou 48,9 A
Quantidade de material adsorvido (ng/mm?) 3,089 ng/mm?

Para comprovar a especificidade da interacdo com a biotina, foi realizado um
estudo com fosfolipideos ndo marcados com biotina, que esta apresentado no
grafico mostrado na figura 34.

Analisando o resultado obtido na auséncia de fosfolipideo biotinilado (figura
34), observa-se que ocorre um aumento na refletividade, apds a injecdo de solucao
de estreptoavidina 0,15mM (90 minutos). Entretanto, visualiza-se que apds a
lavagem com tampdo fosfato (100 minutos), a refletividade decresce ao patamar
anterior a injecdo de estreptoavidina. Isso comprova que a estreptoavidina nao
interage com lipideo que ndo possui biotina. Portanto, pode-se concluir que a
presenca da biotina marcada no fosfolipideo é de fundamental importancia para a
interagcdo com estreptoavidina e para a continuidade no desenvolvimento do

biosensor.
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Figura 34 — Variacdo da refletividade em funcdo do tempo de adsorcdo para cada um dos
componentes do sistema multicamadas formado por Quitosana / N, N-Dimetil PE : PG /
Estreptoavidina em meio tamponado. S&o indicados os momentos das adsorcfes de cada
componente. Neste experimento, o fosfolipideo ndo esta marcado com biotina. As injeces de tampéo
indicadas referem-se aos tamp@es Acetato 50mM em pH 4,0, Hepes 5 mM em pH 7,4 e Fosfato
50mMempH7,4.

4.4 Imunosensor Anti Cit ¢, marcado com biotina, imobilizado por
estreptoavidina

O grafico da figura 35 ilustra a cinética de adsorcdo do anti cit ¢ na
estreptoavidina, de acordo com o protocolo experimental 3.6. Nos tempos de 104 e
120 minutos, as inje¢cbes de anti cit ¢, causam aumento de refletividade
caracterizando sua adsor¢cdo na monocamada de estreptoavidina. Apds a lavagem

com tampao fosfato (127 minutos), observa-se a formacao da camada de anti cit c.
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Figura 35 — Variacdo da refletividade em funcdo do tempo de adsorcdo para cada um dos

PE : PG /
Estreptoavidina / Anti Cit ¢, todos em meio tamponado. S&o indicados os momentos das

componentes do sistema multicamadas formado por Quitosana / N-Biotinil

adsorcdes de cada componente. As inje¢cdes de tampéo indicadas referem-se aos tamp&es Acetato
50mM em pH 4,0, Hepes 5 mM em pH 7,4 e Fosfato 50mM em pH 7,4 .

Calculou-se a variacao de refletividade para cada injecao de anti cit c, em que
na primeira obteve-se (%AR;)- 2,0 e na segunda (%AR)- 3,0, totalizando um
(%ARToa)= 5,0. Através desses valores de variacao de refletividade, calculou-se a
quantidade de anti cit ¢ adsorvido para cada etapa, em que (AR%:) M- 0,57 ng/mm?,
(AR%,) - 0,94 ng/mm? obtendo-se um total de (%ARtow) ow= 1,51 ng/mm?. A

tabela 6 demonstra os valores descritos anteriormente.
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Tabela 6. Valores obtidos de variacao de refletividade e quantidade de material adsorvido.

Spot 7 — (Preto) [fonrggcllr:wi]
(%AR;) 12 Injecdo 2,0
(%AR,) 22 Injecéo 3,0
(%AR) Total 50
Quantidade de material adsorvido (I') (ng/mm?) 12 Injecdo 0,57
Quantidade de material adsorvido (I') (ng/mm?) 22 Injecdo 0,94
Quantidade de material adsorvido (I') (ng/mm?) Total 1,51

Conclui-se que a estratégia desenvolvida para imobilizar o anticorpo sobre a
bicamada lipidica, mantendo-o afastado da superficie de ouro foi alcancada;
finalizando desse modo, a construcdo do biosensor. O anti cit ¢ ird reconhecer o cit
c, detectando a sua concentracdo minima por reconhecimento bioquimico, atravées

da técnica espectroscoépica de SPRi.

4.5 Estudo da associacdo do antigeno cit ¢, com sensor de membrana,
contendo anticorpo anti cit c¢ ligado através da interacao
biotina/estreptoavidina

Nesta etapa, apresentam-se as cinéticas de adsor¢cdo de todas as etapas de
construcdo do biosensor, descritas previamente, incluindo também a parte final na

qual o cit ¢ é injetado com concentracfes variando de 50nM a 0,001nM.

Estéo apresentadas na figura 36 as mudancas de refletividade apds a injecao
de cit ¢ 50 nM nos tempos 150 minutos, 167 minutos e 182 minutos. Observa-se que
apos cada injegdo, a linha base mantém-se em um patamar de refletividade acima
da linha base anterior, caracterizando a ligacao irreversivel das duas proteinas. Note
também que, a variacdo de refletividade de cit ¢ varia de acordo com a injecao,

sendo que, na primeira fica em torno de (%AR;)- 2,5, na segunda em torno de
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(%AR2)- 1,25 e a terceira também em torno de (%AR3z)- 1,25. No total, tem-se
aproximadamente um (%ARr.a)- 5,0, com pequena variacdo entre os diferentes
spots. Esses valores sdo equivalentes a adsorgdo de cit ¢ (AR%;1) 1= 0,76 ng/mm?,
(AR%) - 0,38 ng/mm?, (%AR3) 3= 0,38 ng/mm? e (%ARtow) o= 1,52 ng/mm?
respectivamente. A tabela 7 ilustra os valores acima descritos. Comparando-se 0s
valores de quantidade de material adsorvido da primeira e terceira injecdo da tabela
7, nota-se que o valor da terceira injecao cai pela metade do valor da primeira. I1sso

ocorre provavelmente devido a saturacdo dos sitios de ligacao do anti cit c.
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Figura 36 — Variacdo da refletividade em funcdo do tempo de adsorcédo para cada um dos
componentes do sistema formado por quitosana / fosfolipideo biotinilado / estreptoavidina /
anti cit c / cit ¢ 50nM, todos em meio tamponado. Sdo indicados os momentos das adsor¢des

de cada componente.
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Tabela 7. Valores obtidos de variacao de refletividade e quantidade de material adsorvido.

Spot 8 — (Verde Musgo) Cit c [50nM]
(%AR;) 12 Injecéo 2,5
(%AR,) 22 Injecéo 1,25
(%ARjz) 32 Injecé@o 1,25
(%AR) Total 50
Quantidade de material adsorvido (I) (ng/mmz) 12 Injecéo 0,76
Quantidade de material adsorvido (I) (ng/mmz) 22 Injecdo 0,38
Quantidade de material adsorvido (I) (ng/mmz) 32 Injegéo 0,38
Quantidade de material adsorvido (I) (ng/mmz) Total 1,52

Repetiu-se 0 mesmo experimento, porém utilizando 1nM de concentracéo de
cit ¢ (figura 37). Obteve-se os valores de (%AR;)- 1,5, (%ARz)- 1,0 e (%AR3)- 0,5; no
total, tem-se aproximadamente um (%ARtoa)= 3,0. Apds os tempos de injecdo (157
minutos, 174 minutos e 190 minutos) observa-se, uma diferenca nos patamares das
linhas bases, antes e depois das inje¢fes, sinalizando a ligacao das biomoléculas. A
tabela 8 mostra os valores de cit ¢ adsorvido. Note que a concentracdo de cit ¢
adsorvida quando se injeta 1 nM (0,87ng/mm? é apenas 57% inferior a
concentracdo de cit ¢ que se adsorve apos a injecdo de solucdo 50 vezes mais
concentrada (50nM) de cit ¢ (1,52ng/mm?). A falta de proporcionalidade é comum
em analises quantitativas dependentes de anticorpos e é devido as altas constantes

de afinidades e facilidade em saturar os sitios de ligacao na superficie.
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Figura 37 — Variacdo da refletividade em funcéo do tempo de adsor¢cdo para cada um dos
componentes do sistema formado por quitosana / fosfolipideo biotinilado / estreptoavidina /
anti cit ¢ / cit ¢ 1nM, todos em meio tamponado. S&o indicados os momentos das adsor¢des de

cada componente.

Tabela 8. Valores obtidos de variacéo de refletividade e quantidade de material adsorvido.

Spot 4 — (Verde claro) Cit c [1nM]
(%AR;) 12 Injecdo 1,5
(%AR,) 22 Injecdo 1,0
(%ARs) 32 Injecéo 0,5
(%AR) Total 3,0
Quantidade de material adsorvido (I') (ng/mmz) 12 Injecao 0,44
Quantidade de material adsorvido (I) (ng/mmz) 22 Injecéo 0,29
Quantidade de material adsorvido (I) (ng/mmz) 32 Injecéo 0,14
Quantidade de material adsorvido (I) (ng/mmz) Total 0,87
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Figura 38 — Variacdo da refletividade em funcéo do tempo de adsorgdo para cada um dos
componentes do sistema formado por quitosana / fosfolipideo biotinilado / estreptoavidina /
anti cit ¢ / cit ¢ 0,1nM, todos em meio tamponado. Sdo indicados os momentos das adsorcdes de
cada componente.

Diminuindo-se ainda mais a concentracao de cit ¢ (0,1nM), observa-se pelo
grafico da figura 38 que houve mudangas dos valores de AR%, apds as inje¢gées nos
tempos 155 minutos, 170 minutos e 186 minutos. Alcancou-se os valores (%AR;)-
1,25, (%AR)-= 1,0 e (%AR3)- 0,5; no total, tem-se aproximadamente um (%ARtotal)=

2,75. A tabela 9 demonstra os valores de cit ¢ adsorvido no biosensor.

Tabela 9. Valores obtidos de variacéo de refletividade e quantidade de material adsorvido.

Spot 8 — (Verde musgo) Cit c [0,1nM]
(%AR) 12 Injecao 1,25
(%AR) 22 Injecdo 1,0
(%AR) 32 Injecéo 0,5
(%AR) Total 2,75
Quantidade de material adsorvido (I') (ng/mm?) 12 Injecdo 0,37
Quantidade de material adsorvido () (ng/mm?) 22 Injecdo 0,29
Quantidade de material adsorvido () (ng/mm?) 32 Injecdo 0,14
Quantidade de material adsorvido (I) (ng/mmz) Total 0,80
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Observa-se na figura 39 nos tempos 153 minutos, 166 minutos e 177 minutos,

onde se efetuou as injecbes de cit ¢ 0,01nM, que ainda ocorreu uma diferenca de

refletividade. Obteve-se os valores de variacdo de refletividade (%AR;)- 1,25,

(%AR3)= 0,5 e (%AR3z)- 0,25; no total, tem-se aproximadamente um (%ARoa)= 2,0,

totalizando a adsorcdo de 0,58ng/mm? de cit-c. A tabela 10 ilustra os valores de cit ¢

adsorvido no biosensor.
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Figura 39 — Variacdo da refletividade em funcdo do tempo de adsorcédo para cada um dos

componentes do sistema formado por quitosana / fosfolipideo biotinilado / estreptoavidina /

anti cit c / cit ¢ 0,01nM, todos em meio tamponado. S&o indicados os momentos das adsor¢cdes de

cada componente.

Tabela 10. Valores obtidos de variacéo de refletividade e quantidade de material adsorvido.

Spot 8 — (Verde musgo) Cit ¢ [0,01nM]
(%AR) 12 Injecéo 1,25
(%AR) 22 Injecao 0,5
(%AR) 32 Injecéo 0,25
(%AR) Total 2,0
Quantidade de material adsorvido (I') (ng/mm?) 12 Injec&o 0,37
Quantidade de material adsorvido (I') (ng/mm?) 22 Injec&o 0,14
Quantidade de material adsorvido (I') (ng/mm?) 32 Injec&o 0,07
Quantidade de material adsorvido (I') (ng/mm?) Total 0,58
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Diminui-se mais dez vezes a concentracdo e de cit ¢ injetando-se (0,001nM).
Nota-se na figura 40 que até o tempo 148 minutos, instante esse que antecede as
duas injecbes de cit ¢, ocorre as adsorcbes das biomoléculas, porém apos as
lavagens com tampéao fosfato (tempos 156 minutos e 166 minutos apods a injecédo) a
refletividade diminui até um patamar abaixo da linha base anterior das injecdes;
indicando que nao ocorreram interacdes fortes suficientes para manter o cit ¢ ligado

ao anti cit ¢ por longos periodos de tempo.
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Figura 40— Variacdo da refletividade em funcdo do tempo de adsorcdo para cada um dos
componentes do sistema formado por quitosana / fosfolipideo biotinilado / estreptoavidina /
anti cit ¢ / cit ¢ 0,001nM (1pM), todos em meio tamponado. Sdo indicados os momentos das
adsorcdes de cada componente.

A figura 41 apresenta um grafico de regresséo linear (escala de In no eixo x)
dos valores de variacéo de refletividade em funcéo da concentracao de cit c para o
sensor de membrana. Apresenta também, uma equacado linear onde se obteve o

valor da sensibilidade do sensor; e através do protocolo 3.9, calculou-se o limite de
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deteccdo. A tabela 11 mostra os valores calculados do limite de deteccdo e
sensibilidade para o sensor de membrana. Devido a caracteristica do sensor
baseado em superficie com anticorpo saturavel, foi necessario graficar os dados na
escala In para se obter uma curva linear. O valor de LOD calculado considerando a
medida de desvio padrdo do branco em 0,8017 em unidades de refletividade
(materiais e métodos) foi de 7 nmol.L®. Esta medida de LOD subestima a
capacidade de deteccdo do cit ¢ e ocorre devido a saturacdo dos anticorpos da
superficie. Note que este valor € muito maior do que a concentracdo de 10™ mol.L™,
que foi claramente medida no sensor com resposta de 2 unidades de reflectancia.
Sendo assim, a melhor estimativa do limite de deteccdo do sensor nas condicdes
testadas é o proprio valor de 10 mol.L™ de cit c. Pela mesma razdo é importante
também considerar, como medida comparativa da capacidade analitica do sensor, a
concentracdo de cit ¢ que se ligou no sensor ha menor concentracao injetada. Para
o sensor de membrana este valor foi de 0.58 ng.mm?, ou 5,3 x 10™* mols.mm™, na

injecdo de 10 mol.L™ de cit c.
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Figura 41 — Valores linearizados (In) de concentracdo de cit ¢ em func&do da variacdo de
refletividade (%AR) (Sensor de membrana). Cit ¢ [5S0nM] = (%AR) 5,0), cit ¢ [1nM] = (%A4R) 3,0,
cit ¢ [0,1nM] = (%AR) 2,75, cit ¢ [0,01nM] = (%AR) 2,0. Os valores de refletividade foram obtidos
através das cinéticas de adsorcdo de cit ¢ nos gréaficos das figuras 36 a 39. Ndo se considerou o

gréfico da figura 40, j& que ndo houve adsor¢éo de cit c.

Tabela 11. Valores obtidos de limite de detec¢éo (LOD) e sensibilidade.

Biosensor Se(?]i;téllh.gf)de Limite de Detecgéo (LOD)
(nmol.L™ ou nM)

Sensor de

membrana 0,343 7,01

4.6 Biosensor alternativo construido pela interacédo eletrostatica de anti
cit c com BSA.

Com o intuito de se testar um biosensor alternativo onde o desenho molecular
fosse simplificado, decidiu-se testar a deteccéo de citocromo c pelo seu anticorpo,
adsorvido diretamente sobre uma camada de BSA que neutraliza o filme de ouro e
também liga anti cit ¢ por interacdo eletrostatica (figura 42). Nesta construgéo, a

interacdo do anticorpo com a superficie ocorre ao acaso, e ndo € garantido a
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posicdo preferencial do anticorpo com relacdo a superficie, ao contrario da
construcdo anterior onde a interacdo anti cit c com a superficie é direcionada pela
interacdo estreptoavidina/biotina. BSA na faixa de pH 7,4 é carregada
negativamente, podendo interagir com a proteina anti cit ¢ por interacao eletrostatica
(Norde & Lyklema, (1978), Haynes, Sliwinski & Norde (1994) e Norde (1986)). BSA
interage fortemente com a superficie de ouro, através de ligacdes covalentes dos
atomos de enxofre (--S--) dos grupos cisteinas (Fasman, (1976), Nori & Hanawa,
(2004) e Hirayama et al., (1990)). H4& 35 residuos de cisteina na cadeia de BSA,
sendo 17 ligacdes dissulfeto, fazendo com que essa proteina grande tenha afinidade

pela superficie de ouro (Nori e Hanawa, (2004); Hirayama et al., (1990)).

—» [Giozromo ]
§— A —+[Anti cit <]
@
=

e g) g % g % El_h | Interacéo eletrostatica |
00000000000

— | Superficie de ouro |

Figura 42 — Desenho esquemético da adsorgdo dos atomos de enxofre (--S--) através das
pontes dissulfeto da cadeia de BSA com a superficie de ouro; e da BSA com as
imunoproteinas anti cit ¢ e cit ¢, todas em meio fosfato tamponado com pH 7,4. Notam-se as

cargas do campo elétrico formado durante as interacdes.

Para facilitar a visualizacdo dos resultados obtidos, referentes aos
experimentos realizados com BSA, Anti Cit ¢ e Cit ¢, os graficos e tabelas a sequir,
foram escalonados por ordem de concentracdo de cit ¢, do maior para 0 menor
(50nM até 0,001nM). Os valores de concentracdo de BSA (10mg/mL) e anti cit c
(10mg/mL) mantiveram-se sempre 0S mesmos.

Observa-se na figura 43, que ocorre variagao nos valores de AR, apos as trés

injecdes da solucdo de BSA, a qual esta relacionada a ocorréncia de adsor¢céo da
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mesma na superficie de ouro. Nota-se que mesmo com as injecdes de tampao
fosfato, ndo ha perda de BSA. Com as duas injecfes da solucdo de anti cit ¢, nos
tempos 28 e 38 minutos, verifica-se a variagdo de AR, indicando que houve
interacdo entre as duas proteinas. Mesmo com a lavagem com tampéao fosfato (33 e
43 minutos), para remoc¢ao de moléculas de anticorpo nao ligadas, ndo houve perda
significativa de anticorpo. Note que a quantidade de anti cit ¢ adsorvido na superficie
(1,22 ng.mm™) foi um pouco menor (24%) do que aquela medida para o sensor de
membrana (1,51 ng.mm™, tabela 6, p. 77). Nos tempos 48 e 57 minutos foram
realizados duas injecdes de 500uL de cit c. Os valores de adsorcdes obtidos para

cada proteina sdo mostrados na tabela 12.

78
: 707 Lavagens com
== 1 tampédo fosfato|
X 65- pH74 »
< + + ¥ — P
© . —
T 60 » : Spot 1
g . \l - “——%: Spot 2
-% 55 4 i I N -I-| T gpot 3
(= 1 1 — — pot 4
& 50 e S E— .Y $‘ },-( Injegbes Spot 5
- — 2 = N 240249 decite Spot 6
45 = LY t+ ‘I—;?ae:;—_ Eg)g‘gﬁ'g(‘m]egoes de Spot 7
Prlsma‘—hmpo ggggggg +— BSA anti citc Spot g
40 +— . . : —
0 1ﬂ ZIEI' BID 4:3 EID E-IU ?ID 80

Tempo (min)

Figura 43 — Variacdo da refletividade em funcdo do tempo de adsorcédo para cada um dos
componentes do sistema formado por BSA / Anti Cit ¢ / Cit ¢ (50nM), todos em meio
tamponado com pH 7,4. S8o indicados os momentos das adsor¢des de cada componente. Nota-se

a diferenca de refletividade para o cit ¢ ao final do experimento.
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Tabela 12. Valores das adsorcdes obtidos para cada proteina.

Adsorc¢ao de Adsorc¢ao de
Spot 7 — Preto Mono[cl%rpnac};ﬁje BSA saturagéo de Anti Citc | saturagao de Cit c
g [10mg/mL] [50nM]
Variagéo de
Refletividade (%AR) 3,0 4,0 4,0

Quantidade de

material adsorvido (I) 1,10 1,22 1,27

(ng/mm?)
Espessura (nm ou A) 0,92nmou92A | e | e

A tabela 13 ilustra uma comparacéo entre os dois biosensores, de valores de
variacdo de refletividade e de adsor¢édo do anti cit ¢ e do cit c. Note que os valores
obtidos para as duas imunoproteinas estdo proximos, indicando que a interacao
eletrostatica também é capaz de ligar e manter as moléculas de anti cit c. No
entanto, tanto a quantidade de anti cit ¢, quanto de cit ¢ adsorvido apos a injecédo de

50 nmol.L™* é ~25% superior no caso do sensor de membrana.

Tabela 13. Valores comparativos das cinéticas de adsor¢do das duas imunoproteinas entre os
dois biosensores.

Sensor de Anti cit ¢ Anti cit ¢ Citc Citc
membrana [10mg/mL] [10mg/mL] [50nM] [50nM]
X Sensor de membrana Sensor de BSA Sensor de membrana Sensor de BSA
Sensor de BSA (Spot 8) (Spot 7) (Spot 8) (Spot 7)
Variacéo de
Refletividade (%AR) 5,0 4,0 50 4,0
Quantidade de
material adsorvido (T) 1,51 1,22 1,52 1,27
(hg/mm?)

A figura 44 apresenta a cinética de adsorcao das trés proteinas para uma
concentracdo de 1nM de cit c. Observa-se que nos tempos 10, 17, 22, 28 e 38
minutos, ocorrem variacdes na refletividade, apds as injecbes de BSA e anti cit,
respectivamente. Nos tempos 48 e 57 minutos, registram-se as injecdes de citc, e a

diferenca de refletividade. Nota-se que ocorreu adsorgéo entre anti cit ¢ e cit ¢c. A
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tabela 14 mostra os resultados de quantidade de material adsorvido para cada

biomolécula.
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Figura 44 — Variacdo da refletividade em funcdo do tempo de adsorcdo para cada um dos
componentes do sistema formado por BSA / Anti Cit ¢ / Cit ¢ (1nM), todos em meio tamponado.
Séo indicados os momentos das adsor¢des de cada componente. Nota-se a diferenca de refletividade

para o cit ¢ ao final do experimento.

Tabela 14. Valores das adsorc¢des obtidas para cada proteina.

Spot 7 — Preto

Monocamada de BSA
[10mg/mL]

Adsorcao de
saturagao de Anti Cit ¢

Adsorcao de
saturacao de Cit c

(ng/mm?)

[10mg/mL] [1nM]
Variagéo de
Refletividade (%AR) 3,0 4,0 3,0
Quantidade de
material adsorvido (I) 1,10 1,22 0,87

Espessura (nm ou A)

0,92 nmou 9,2 A

Os valores comparativos de variagao de refletividade e adsorgédo para o anti

cit c e o cit ¢, obtidos entre os dois biosensores, estdo apresentados na tabela 15.
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Note que ambos o0s sensores reconhecem cit ¢ de maneira equivalente,

apresentando uma variacao de refletividade igual (%AR= 3,0).

Tabela 15. Valores comparativos das cinéticas de adsorgcdo de cit ¢ (1nM) entre os dois
biosensores.

Sensor de Citc Citc
membrana [1nM] [1nM]
X Sensor de membrana Sensor de BSA
Sensor de BSA (Spot 8) (Spot 7)

Variagéo de

Refletividade (%AR) 3,0 3,0

Quantidade de
material adsorvido (I) 0,87 0,87
(ng/mm?

Testou-se também a resposta & concentracdo de cit ¢ de 0,1 nmol.L™
Observa-se no grafico da figura 45, nos tempos 48 e 58 minutos, as duas injecdes
de 500uL de solucdo de cit ¢, em que houve diferenca de refletividade e posterior

adsorcao de cit c. A tabela 16 mostra os valores obtidos de variacdo de refletividade

e adsorcao.
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Figura 45— Variacdo da refletividade em funcdo do tempo de adsorcdo para cada um dos
componentes do sistema formado por BSA / Anti Cit ¢ / Cit ¢ (0,1nM), todos em meio
tamponado. Séo indicados os momentos das adsor¢cdes de cada componente. Nota-se a diferenca

de refletividade para o cit ¢ ao final do experimento.
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Tabela 16. Valores das adsorgdes obtidas para cada proteina.

Adsorcgao de Adsorcgao de
Spot 2 - Vermelho Mono[cle:)rzqac};ﬁie BSA saturacao de Anti Citc | saturacéo de Citc
9 [10mg/mL] [0,1nM]
Variagdo de
Refletividade (%AR) 3,0 4,0 2,0
Quantidade de
material adsorvido (I) 1,10 1,22 0,58
(ng/mm?
Espessura (nm ou A) 092nmou92A | e | e

Pode-se verificar, na tabela 17, os valores de variacdo de refletividade e
quantidade de material adsorvido para cit c. Observa-se a quantidade de cit ¢
adsorvido no sensor de membrana é substancialmente (38%) maior do que no

sensor de BSA.

Tabela 17. Valores comparativos das cinéticas de adsor¢do das duas imunoproteinas entre os
dois biosensores

Sensor de Citc Citc

membrana [0,1nM] [0,1nM]

X Sensor de membrana Sensor de BSA
Sensor de BSA (Spot 8) (Spot 2)
Variacéo de
Refletividade (%AR) 2,75 2,0
Quantidade de
material adsorvido (I") 0,80 0,58
(ng/mm?

No grafico da figura 46 apresenta-se nos tempos 51 e 62 minutos as duas
injecBes de 0,01nmol.L™ cit c. Verifica-se que apds os referidos tempos, ainda ocorre
diferenca de refletividade (%AR= 1,0), comprovando que houve ligacdo entre o anti
cit ¢ e cit c. Os valores de adsorcfes obtidos para cada proteina sdo mostrados na
tabela 18, e os valores de (%AR) e (') para cit c, entre os dois biosensores estédo
ilustrados na tabela 19. Note que o sensor de membrana apresentou um sinal duas

vezes maior do que o de BSA ap6s a injecdo de 0,01 nmol.L™ de cit c.
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Figura 46 — Variacdo da refletividade em funcdo do tempo de adsorcédo para cada um dos
componentes do sistema formado por BSA / Anti Cit ¢ / Cit ¢ (0,01lnM), todos em meio
tamponado. S&o indicados os momentos das adsor¢cbes de cada componente. Nota-se a diferenca

de refletividade para o cit ¢ ao final do experimento.

Tabela 18. Valores das adsorc¢des obtidas para cada proteina.

Adsorcao de Adsorcao de
Spot 2 - Vermelho Mono[cla:)n&ad/aﬁ;e BSA saturacao de Anti Citc | saturacédo de Citc
9 [10mg/mL] [0,01nM]
Variagdo de
Refletividade (%AR) 3,0 4,0 1,0
Quantidade de
material adsorvido (I) 1,10 1,22 0,29
(ng/mm?
Espessura (nm ou A) 0,92Nmou92A | e | e

Tabela 19. Valores comparativos das cinéticas de adsor¢édo de cit ¢ entre os dois biosensores

Sensor de Citc Citc
membrana [0,01nM] [0,01nM]
X Sensor de membrana Sensor de BSA
Sensor de BSA (Spot 8) (Spot 2)
Variagéo de 2.0 1,0

Refletividade (%AR)

Quantidade de
material adsorvido (I') 0,58 0,29
(ng/mm?)
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A figura 47 apresenta um grafico de regresséo linear dos valores de variacao

de refletividade em funcdo da concentracdo de cit ¢ para o sensor de BSA.
Apresenta também, uma equacéao linear onde se obteve o valor da sensibilidade do
sensor; e através do protocolo 3.9, calculou-se o limite de deteccéo utilizando o valor
de 0,5318 como desvio padrdao do branco (tabela 1). A tabela 20 mostra os valores
calculados do limite de deteccao e sensibilidade para o sensor de BSA. Devido ao
fato do desvio padrdo do branco ser consideravelmente menor no sensor de BSA
(pelo menos nesta medida que foi realizada), o LOD calculado foi menor para o
sensor de BSA (4,53 comparado com 7,01). No entanto, este valor de LOD é
também muito maior do que a concentracéo de cit ¢ (0,01nmol.L™), que foi injetada e
gue teve resposta clara e reprodutivel no sensor de BSA. A razdo desta disparidade
€ a mesma daquela citada para o sensor de membrana, ou seja, saturacdo dos
anticorpos da superficie que afetam a linearidade da curva analitica. Sendo assim,
utilizou-se como LOD o valor obtido, que na préatica foi a menor concentracéo

detectavel, que é igual ao do sensor de membrana (0,01nmol.L™).

y=0,352In(x) + 2,7636

0,01

0,01 0,1 1 10 100
Concentracdo (102) (nM)

Figura 47 — Valores linearizados (In) de concentracdo de cit ¢ em funcdo da variacdo de
refletividade (%AR) (Sensor de BSA). Cit ¢ [50nM] = (%AR) 4,0), cit ¢ [InM] = (%A4AR) 3,0, cit c
[0,2nM] = (%AR) 2,0, cit ¢ [0,01nM] = (%AR) 1,0. Os valores de refletividade foram obtidos através

das cinéticas de adsorcao de cit ¢ nos graficos das figuras 42 a 45.
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Tabela 20. Valores obtidos de limite de deteccdo (LOD) e sensibilidade.

. Sensibilidade _— ~
Biosensor Limite de Detecgdo (LOD)
(nmol/L ou nM) (nmol/L ou nM)
Sensor de
BSA 0,352 4,53

Analisando as figuras 43, 44, 45 e 46 nota-se a similaridade dos resultados
obtidos para o sensor de membrana e de BSA. Em todos os resultados
experimentais apresentados as curvas seguem um padréo caracteristico de variacao
de refletividade e adsorcao, indicando sua reprodutibilidade. Porém, quando se
efetua uma andlise comparando as variacbes de refletividade e quantidades
adsorvidas de cit ¢, entre os dois biosensores (tabelas 11, 15 e 17), observa-se que
0 sensor de membrana consegue ligar mais cit ¢ do que o sensor de BSA. De fato, o
sensor de membrana apresentou sinal proporcionalmente maior quanto menor foi a
concentracdo de cit ¢ injetado. Por exemplo, na concentracdo de 0,01nmol.L™ de cit
c injetado a resposta obtida no sensor de membrana foi o dobro daquela obtida no
sensor de BSA. O fato da resposta do sensor de membrana comparada a resposta
do sensor de BSA ser proporcionalmente maior quanto menor a concentracao de cit
c injetado, indica a superioridade do sensor de membrana e pode estar relacionado
com a maior quantidade de anti-cit ¢ adsorvido, bem como, com a melhor
organizacdo do anticorpo no caso do biosensor de membrana. No entanto, ambos
os sensores funcionam adequadamente e a utilizagdo de um ou de outro depende
de questbes de custo beneficio, uma vez que o sensor de BSA é menos custoso. E
importante enfatizar que ambos 0s sensores apresentam uma resposta

consideravelmente melhor do que o teste normalmente utilizado para detectar cit ¢

(western blotting, ~nmol.L ™). Desta forma, no caso dos sensores de SPR poder-se-ia
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utilizar uma quantidade de células 100 vezes menor do que aquela que se utiliza

para normalmente fazer dosagens de cit c.
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5 CONCLUSOES FINAIS

Verificamos que a metodologia desenvolvida para detectar cit ¢ é valida, de
acordo com os resultados obtidos, e aqueles disponiveis na literatura para
imunoensaios.

Através de estudos fisico-quimicos de superficie, demonstramos que a
estrutura quimica do carboidrato quitosana tende a adsorver facilmente sobre a
superficie de ouro, de acordo com o pH, formando uma monocamada nanoporosa.
Ainda nesse estudo, identificamos uma estratégia de sustentacdo para uma
bicamada fosfolipidica contendo lipideo biotinilado, integra e homogénea, revelando
uma vantagem sobre sistemas multicamadas de polieletrolitos e de membranas de
bicamada hibrida (HBMs). A adsorcdo de estreptoavidina sobre o fosfolipideo
marcado com biotina, e a adsor¢cdo do anticorpo marcado com biotina sobre a
estreptoavidina, possibilitou a constru¢cao de um biosensor estavel e sensivel.

Dois sensores de cit ¢ foram construidos, um sensor de membrana e o outro
de BSA. O estudo da sensibilidade de cit ¢ por SPRi com as duas construgdes,
mostrou a sensibilidade e reprodutibilidade da técnica, e também, a sua vantagem
sobre os demais métodos analiticos utilizados em imunoensaios. Para os dois
sensores o0 limite de deteccdo de cit ¢ atingido foi de 10 mol/L, j4 que os
experimentos executados com cit ¢ com concentracdo de 10™*? mol/L, mostraram
que ndo houve ligacdo entre o antigeno e anticorpo. Os valores de LOD obtidos
encontram-se dentro dos padrées descritos na literatura para SPR, 10 mol/L até 10°
2 mol/L (Luo & Huang, (2009) e (Song et al., (2004)). O estudo de adsorcdo e
desorcdo de cit em anti cit ¢ indicou que o sensor de membrana apresenta resposta

superior (2x), especialmente na menor concentracdo injetada. Esta resposta
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diferenciada foi justificada pela maior densidade superficial de anticorpo e melhor

organizacdo do mesmo no sensor de membrana.
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