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Imagine que queiramos escalar uma montanha. Primeiramente, tomamos o cuidado
de nos preparar devidamente para essa aventura. Compramos mapas da regido,
examinamos cada ponto perigoso do caminho, as dificuldades que podemos enfrentar e a
relacdo de mantimentos. Conversamos com pessoas que ja fizeram essa jornada e tentamos
extrair o maximo de informagGes que possam nos ajudar, além de contratamos um guia
experiente. Conferimos os instrumentos de navegacdo e estudamos um caminho alternativo
caso aconteca algo inesperado nessa jornada. Tudo isso realizado com zelo, uma vez que
nossas préprias vidas estdo em perigo.

Embora essa comparacdo possa ser simplista, o desenvolvimento da ciéncia ndo é
algo essencialmente diferente. Pretendemos alcancar um objetivo e, igualmente ao
alpinista, devemos nos preparar devidamente para alcancar essa meta. Primeiramente,
fazemos uma busca na literatura cientifica e podemos encontrar procedimentos possiveis de
serem adotados em nosso estudo e textos que nos orientem para um caminho determinado.
Conversamos com pesquisadores da area que ja realizaram estudos similares a fim de
solicitar-lhes informacdes preciosas sobre os problemas enfrentados por eles e como os
resolveram. Verificamos as técnicas instrumentais que possam elucidar as caracteristicas e
comportamentos de nosso objeto de estudo, auxiando-nos na interpretacdao e na conclusao
de um conjunto de dados e fornecendo-nos indicios que nos orientem na melhora de nosso
sistema, quando necessario, embora esse possa ser um caminho tortuoso e cheio de
enganos.

Embora existam varias dificuldades no caminho, a jornada deve ser cumprida, o cume
deve ser alcancado, e nada melhor para nossa consciéncia do que ter a certeza de que ela o
seja de forma honesta e transparente, pois, quando visualizarmos o campo ao longe,
sentirmos a brisa suave e o calor da luz do sol, observaremos a paisagem em nossa frente, o
vale e as dificuldades vencidas, podendo respirar o ar puro e contemplar verdadeiramente a
beleza do lugar que alcancamos.

“Faca o seu melhor hoje, quando for o amanhd vocé estard habituado.”
(Autor)



RESUMO

As proteinas de micronema TgMIC1 e TgMIC4 (TgMICs) da Toxoplasma gondii fazem parte
de um complexo proteico localizado na superficie do parasita responsdvel pelo processo de
adesdao e invasao celular. Os objetivos desse trabalho foram estudar dispositivos
piezelétricos contendo em cada um, uma das MICs recombinantes (rTgMIC1 ou rTgMIC4) e
utiliza-los na determinagao das constantes de afinidade entre elas com a fetuina e
asialofetuina, empregando o modelo da Isoterma de Langmuir. Os dispositivos foram
desenvolvidos por meio a abordagem de monocamadas automontadas (SAM) mista de tidis,
utilizando solugao etandlica contendo 2,5 mM de acido 11-mercaptoundecandico (11-MUA)
e 7,5 mM de 6-mercapto-1-hexanol (C60H). A formacdo da SAM, realizada em temperatura
ambiente por 12 h, foi monitorada pela técnica de Microbalanca a Cristal de Quartzo com
Fator Dissipativo (QCM-D) e voltametria ciclica utilizando o par redox
[Fe"(CN)s]*/ Fe"(CN)s]*. Os resultados obtidos por ambas as técnicas evidenciaram a
formacao de SAM rigida e de elevado grau de cobertura superficial apds cinética lenta em
gue processos de adsorcdo e organizacdo dos tidis ocorreram simultaneamente. Para a
imobilizacdo das rTgMICs, solucdo aquosa contendo 10 mM de EDC
(N-etil-N-(dimetilaminopropil) carbodiimida) e 20 mM de NHS (N-hidroxisuccinimida) foi
utilizada para a ativacdo dos grupos carboxilicos presentes na SAM por 2 h, e o processo
acompanhado por QCM-D apresentou resultados compativeis com aqueles encontrados na
literatura. Pela mesma técnica, foi possivel verificar que ambas as rTgMICs se imobilizam
sobre o cristal de quartzo apds sua incubag¢do com solug¢do 0,15 mg/mL de cada rTgMIC em
tampao Tris-HCl contendo 200 mM de NaCl (pH 8,0), por 2 h. Ao contrario da funcionaliza¢do
do cristal de quartzo com rTgMIC4, sitios remanescentes de adsor¢ao foram observados no
processo utilizando a rTgMIC1, em que a etapa de bloqueio utilizando solucdo de gelatina
0,1 % por 2 h foi necessaria. Por meio da técnica de QCM-D, foi possivel obter e verificar a
validade do modelo da Isoterma de Langmuir, permitindo calcular as constantes de
associacao cinética (K,) para as interacbes rTgMIC1-Asialofetuina, rTgMIC1-Fetuina,
rTgMIC4-Asialofetuina e rTgMIC4-Fetuina, com valores de K, em 10* x (L/mol) = 3,6 £ 0,7,
3,1+0,7,1,4+£0,6 e 1,9 £0,5, respectivamente. Os valores encontrados para a constante de
afinidade aparente (K’) para as interacbes rTgMICl-Asialofetuina, rTgMIC1-Fetuina,
rTgMIC4-Asialofetuina e rTgMIC4-Fetuina foram em 10* x (L/mol) =25+ 4,14+ 1,4+t 1 e
4 + 2, respectivamente, evidenciando semelhanca nas interacdes entre cada rTgMIC com a
fetuina e asialofetuina. Os valores negativos de AG obtidos em temperatura ambiente
(25 °C) para os processos de interacdo, aproximadamente -26 kJ/mol, confirmam processo
espontaneo e reforgam as evidéncias de que as MICs exercem papel importante no processo
de invasao celular pelo protozodrio.

Palavras-chave: QCM-D. SAM. Toxoplasma gondii. MIC.



ABSTRACT

The Toxoplasma gondii micronemal proteins TgMIC1 and TgMIC4 (TgMICs) are part of a
protein complex located on the surface of the parasite responsible for the process of cellular
adhesion and invasion. The goal of the present work was to study a piezoelectric device
containing the recombinant MICs (rTgMIC1 or rTgMIC4) and use it in determining the affinity
constants between the MICs with fetuin and asialofetuin, employing the Langmuir isotherm
model. The devices were developed using the approach of self-assembled monolayer (SAM)
in ethanolic solution containing 2.5 mM of 11-mercaptoundecanoic acid (11-MUA) and
7.5 mM of 6-mercaptohexanol (C60H). The SAM formation, held at room temperature for
12 h, was monitored by the Quartz Crystal Microbalance technique with Dissipative Factor
(QCM-D) and cyclic voltammetry using the redox couple [Fe"(CN)¢]*/Fe"(CN) ¢]*. The results
obtained from both techniques showed the formation of a rigid and high surface degree
coverage SAM after a slow kinetic process in which adsorption and organization of the thiols
occur simultaneously. For the immobilization of rTgMICs, aqueous solution containing
10 mM EDC N-ethyl-N-(dimethylaminopropyl) carbodiimide and 20 mM NHS
(N-hydroxysuccinimide) was used for 2 h, and the process followed by QCM-D was
consistent with those found in the literature. By the same technique it was found that both
rTgMICs are immobilized on the quartz crystal after incubation whit solution 0.15 mg/mL of
each rTgMIC in Tris-HCI containing 200 mM NaCl (pH 8.0) for 2 h. Unlike the functionalization
of the quartz crystal rTgMIC4, remaining adsorption sites were observed in the process using
the rTgMIC1, wherein the blocking step using 0.1% gelatin solution for 2 h was required.
Throughout the QCM-D technique it was possible to verify the validity of the Langmuir
isotherm model, allowing to calculate the association kinetic constant (K,) for the
interactions rTgMIC1-asialoetuin, rTgMIC1-fetuin, rTgMIC4-asialofetuin and rTgMIC4-fetuin,
with values of K, in 10%x (L/mol) =3.6 £0.7,3.1 £ 0.7, 1.4 + 0.6 and 1.9 = 0.5. The values
obtained to apparent affinity constant (K’) for rTgMIC1l-asialofetuin, rTgMIC1-fetuin,
rTgMIC4-asialofetuin and rTgMIC4-fetuin interactions were, in 10%x (L/mol), 25 + 4, 14 + 1,
4 + 1 and 4 * 2, respectively. The affinity values were similar for rTgMIC
intaction with fetuin and asialofetuin. The negative values of AG interaction process
obtained at room temperature (25 °C) was AG = -26 kJ/mol, evidencing a spontaneous
process and reinforcing that MICs play a role in cell invasion by the protozoan.

Keywords: QCM-D. SAM. Toxoplasma gondii. MIC.
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1. INTRODUCAO

Em dezembro de 1959, no Encontro Anual da Sociedade Americana de Fisica realizado
no Instituto de Tecnologia da Califérnia (Caltech), o fisico norte-americano Richard Philips
Feynman, em seu discurso “There’s plenty of room at the bottom”, foi o primeiro a
conceituar nanotecnologia, referenciando a um conjunto de procedimentos que permitiriam
ao homem desenvolver materiais a partir da manipulagdo individual de atomos. Caso ele
ainda estivesse vivo, certamente ficaria muito satisfeito ao observar a variedade de
materiais desenvolvidos por esta tecnologia (cosméticos, tecidos, farmacos, chips de
computadores, etc.) e pela promessa, que ainda ressoa em nosso tempo, da potencialidade
que esses materiais possam vir a ser empregados, principalmente no campo da medicina.
Embora Feynman tenha sido o primeiro a conceitua-la, a palavra nanotecnologia foi criada
apenas em 1974 pelo Professor Norio Taniguchi, da Universidade de Ciéncias de Toquio.
Segundo ele, nanotecnologia consiste principalmente em um corpo de técnicas que
possibilita ao homem controlar processos na escala nanométrica (dtomos ou moléculas).

Atualmente, pode-se utilizar a abordagem da nanotecnologia em etapas do
desenvolvimento de dispositivos miniaturizados. Um desses dispositivos, que é abordado
nesta pesquisa, é o biossensor piezelétrico, aparelho capaz de identificar, quantificar (com
precisdo em nanogramas) e até mesmo determinar parametros de afinidade entre a
molécula biolégica imobilizada com determinados analitos. A abordagem nanotecnolégica
desse dispositivo se encontra no processo de funcionalizagado inicial do substrato metdlico
(ouro) do sensor, por meio da adsorcdo espontdnea de moléculas de tiol sobre sua
superficie, formando uma monocamada automontada (SAM, do Inglés Self-Assembled
Monolayer). Apds a adsor¢ao quimica dessas moléculas no ouro, obtém-se um sistema
bidimensional nanoestruturado, que serd utilizado em etapas posteriores da construcdo do
dispositivo.

De forma geral, o principio de funcionamento de um biossensor piezelétrico é simples:
um material piezelétrico (como o cristal de quartzo) de dimensdes especificas, contendo um
fino filme metalico em ambos os lados de sua superficie, é posto a oscilar por meio da
aplicacdo de uma diferenca de potencial alternada. A oscilacdo do cristal de quartzo entra

em ressonancia quando essa frequéncia se iguala aquela da diferenca de potencial aplicada.
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De acordo com a relacdo de Sauerbrey, ocorre um decréscimo proporcional da frequéncia
dessa oscilagdo quando uma determinada quantidade de massa é adsorvida. Essa massa
adsorvida corresponde ao analito adsorvido na superficie do cristal, funcionalizada com
material organico de natureza bioldgica (enzima, lectina, DNA, etc). Essa técnica é conhecida
como Microbalanca a Cristal de Quartzo (QCM, do Inglés Quartz Crystal Microbalance), e por
meio dela, consegue-se obter grande sensibilidade de detec¢ao, podendo chegar a ordem de
nanogramas por hertz (ng/Hz).

Embora os biossensores possam ser utilizados para fins puramente analiticos
(deteccao e quantificacdo de analito), atualmente se observam outras aplicacGes para esses
dispositivos. Nosso grupo de trabalho, por exemplo, estd desenvolvendo um minirreator
enzimatico piezelétrico, que possibilitard a obtencdo de dados cinéticos de reacdes
enzimaticas (constante de Michaelis-Menten) de forma rapida e in situ, sem a necessidade
de processos intermediarios.

Outra aplicagdao dos biossensores esta na obtencdo de dados de afinidade quimica
entre moléculas biolégicas, como entre as lectinas e os acgucares. As lectinas sdo uma espécie
de proteina, que interagem de forma seletiva com determinados carboidratos e
glicoproteinas. Muitos micro-organismos parasitas tiram proveito dessa habilidade,
sintetizando determinadas lectinas e utilizando os aglcares presentes em glicoproteinas nas
membranas celulares como ancoras para o inicio do processo de invasdo. Portanto, as
aplicacdes dos biossensores podem se estender desde a busca de novos métodos analiticos
cada vez mais sensiveis e seletivos (desejaveis em diagndsticos clinicos), ao desenvolvimento
de ferramentas rdpidas de investigacao das interagdes entre moléculas biolégicas, como
entre enzima-substrato e lectina-carboidrato.

Pode-se dizer que a metodologia de desenvolvimento de um biossensor piezelétrico
surge gracas a juncdo de trés grandes areas do conhecimento (Figura 1): Fisica (principios
tedricos do funcionamento da técnica de QCM), Quimica (conhecimento sobre os materiais
piezelétricos, etapas e estratégias de funcionalizagdo do sensor, compreensao das interagdes
entre o analito e o material organico imobilizado) e Biologia (caracteristicas do material

biolégico a ser imobilizado).
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Figura 1 - Pode-se considerar que o desenvolvimento de biossensores piezelétricos se localiza na
jungdo de trés grandes areas: Fisica, Quimica e Biologia

Fonte: Autor.

Uma aplicagdo interessante de biossensores seria no auxilio a compreensao do
processo de invasdo celular realizado pelo protozoario Toxoplasma gondii.

T. gondii € um micro-organismo invasor celular de animais homeotermos, como o
homem, sendo responsdvel pelo defeito congénito em fetos. Estudos relatam que esse
protozodrio utiliza um complexo de proteinas (estrutura formada por diferentes proteinas,
dentre as quais esse estudo se preocupou — TgMIC1 e TgMIC4) que se liga aos carboidratos
associados a proteinas (glicoproteinas) presentes na membrana celular. Essas pesquisas
sugerem que essa etapa é o inicio do processo de invasdao celular, pois permite ao
protozoadrio se ancorar na célula hospedeira.

Devido a esta evidéncia, torna-se importante investigar qual o grau de afinidade que
essas proteinas possuem com diferentes carboidratos. Uma forma de obter essas
informacgdes é por meio da construcao de biossensores piezelétricos especificos. O design
desses dispositivos tenta imitar a membrana celular do protozoario no aspecto estrutural
fundamental, de tal forma a permitir que a lectina interaja com o carboidrato. Embora possa
ser simples quando comparado a uma membrana celular, utilizar o sensor funcionalizado
com a lectina pode ser considerado como uma primeira aproximacao desse sistema real.

Nesse contexto, esse trabalho se preocupou em desenvolver dispositivos biossensores
piezelétricos capazes de obter informacdes de afinidade das proteinas recombinantes
rTgMIC1 e rTgMIC4 com a glicoproteina fetuina e com a asialofetuina, sua forma destituida
de 4acido sialico na regido terminal de suas N-glicanas, e esclarecer por quais dentre elas

essas lectinas possuem maior afinidade. As etapas do desenvolvimento dos biossensores e
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avaliacdo da afinidade foram acompanhadas pela técnica de voltametria ciclica (formacgdo da
SAM) e QCM (formagdo da SAM, processo de ativa¢ao, imobilizagao das rTgMICs, bloqueio e

estudo da afinidade).
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2. REVISAO DA LITERATURA

A seguir, sdo apresentados os principais topicos que envolvem esse trabalho, bem
como um levantamento bibliografico contendo aspectos fundamentais da técnica
empregada (secdo 2.3), estratégias de imobilizacdo de proteinas (secao 2.2) e contextualizar
o dispositivo que foi desenvolvido mostrando algumas de suas aplicaces (secdo 2.1). Na
secdo 2.4, sdo mostradas as definicbes de lectina e algumas de suas funcbes e importancia
nos organismos. S3o apresentados também alguns aspectos fundamentais das TgMICs e

estudos que relatam suas afinidades por carboidratos (secdo 2.5).

2.1 Biossensores

Ha uma grande necessidade, na sociedade moderna, de se obter métodos de analise
de baixo custo, simples, sensiveis e rapidos, que possam determinar tanto a presencga
(medida qualitativa) como a quantidade (medida quantitativa) de determinado analito, bem
como a possibilidade de atravessar fronteiras tecnoldgicas que permitam o estudo, em
tempo real, da afinidade entre biomoléculas. No campo da analise clinica, por exemplo, o
desenvolvimento de dispositivos sensores para diagndstico da dengue de forma rdpida,
principalmente no Brasil, é altamente desejavel, sobretudo devido a atual metodologia se
basear no método ELISA, que leva considerdvel tempo para ser finalizada.! Outro exemplo
nesta area se encontra na determinacdo de baixas concentracdes da proteina albumina na
urina, que podem representar insuficiéncia renal ou hepatica e evidenciar inicio de
nefropatia diabética.? A deteccio de determinados analitos de forma rapida e seletiva
também ¢é desejavel em outras areas, como na medicina veterindria, agroalimentar,
produtos farmacéuticos, inddstrias, meio ambiente, defesa e seguranca.®* Outro campo n3o
menos importante a se destacar é a biotecnologia, principalmente na area de enzimas’ e no
estudo de interagdes entre biomoléculas (como por exemplo, lectina-carboidrato).®’

Uma forma de se obter dispositivos com essas caracteristicas é por meio do
desenvolvimento de biossensores. Um exemplo de biossensor comercialmente disponivel e
muito utilizado atualmente, especialmente por pacientes com diabetes, é aquele capaz de

determinar instantaneamente o nivel de glicose no sangue, como o da marca ACCU-CHEK®.
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Devido a importancia e crescente desenvolvimento destes dispositivos, é conveniente

explorar o tema e citar processos de desenvolvimento e utilizagao dos biossensores.

2.1.1 O que sdo Biossensores?

Um biossensor é definido, segundo a IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry), como um dispositivo que utiliza determinadas reagcGes bioquimicas
intermediadas por materiais bioldgicos isolados (enzimas, organelas, células, anticorpos,
etc.) para identificar ou quantificar compostos quimicos, geralmente por sinais elétricos,
térmicos ou (’)pticos.4 Classicamente, um biossensor pode ser definido com um sensor que
utiliza um material biolégico (comumente conhecido como ligante ou elemento de
reconhecimento) acoplado a um transdutor, responsavel por converter o sinal de

biorreconhecimento do analito pelo ligante em um sinal mensuravel.>®

Desta forma, os
biossensores sao sistemas formados por, basicamente, dois componentes: elemento de
reconhecimento ou ligante, responsavel pela identificacdo seletiva do analito, como enzimas
e anticorpos; e transdutor, dispositivo capaz de converter o sinal de biorreconhecimento em
outro mensuravel, como sinal elétrico, por exemplo. Outros elementos que fazem parte de
um biossensor s3ao aqueles destinados ao processamento do sinal proveniente do
transdutor, como amplificador e conversor do sinal de saida (responsavel por converter o
sinal do transdutor em uma unidade que é exibida nos displays do biossensor, como
concentracao do analito ou resultado positivo/negativo).8

Uma forma de categorizar os biossensores é dividi-los em dois grupos: biossensores de
reconhecimento direto, no qual a interacdo bioldgica é diretamente medida; e os
biossensores de reconhecimento indireto, que depende de um elemento secundario como,

por exemplo, um marcador quimico, para detecc;zio.“'9 E mostrado na Figura 2 uma ilustracdo

representando esses dois tipos de biossensores.
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Figura 2 - Classificagdo dos biossensores. a) Nos biossensores de reconhecimento direto, ndo ha a
necessidade de marcadores quimicos para deteccdo e o biorreconhecimento do analito pelo

7

ligante é detectado diretamente pelo transdutor. b) Por outro lado, os biossensores de
reconhecimento indireto precisam de um elemento secundario, como um marcador quimico, para
a deteccao

L) i V W V

Elemento de Reconhecimento Elemento de Reconhecimento

Ligante
Transdutor

Fonte: Adaptado de Rasooly e Herold (2009, p. vi).*

Biossensores de deteccdo direta sdo aqueles em que a interacdo bioldgica é
diretamente medida em tempo real. Esses dispositivos tipicamente medem alteragdes
fisicas, isto é, alteracGes em propriedades dpticas e mecanicas, induzidas pela interacdo
bioldgica, e ndo requer o uso de espécies secundarias. Biossensores diretos incluem sistemas
baseados em propriedades 6ticas (Ressonancia de Plasma de Superficie — SPR, do inglés
Surface Plasma Ressonance) e mecanicas, como a variacao de frequéncia de oscilagdo do
cristal de quartzo numa QCM (Microbalanca a Cristal de Quartzo — QCM, do inglés Quartz
Crystal Microbalance).* Biossensores de deteccdo direta s3o, em alguns casos, menos
sensiveis do que os de deteccdo indireta, especialmente para pequenas moléculas como
toxinas.’

Um exemplo de biossensor de deteccdo direta utilizando QCM se encontra no trabalho
de Yakovleva et al.’® Neste trabalho, os pesquisadores montaram um biossensor utilizando,
como material biolégico (ligante), lectinas como a Triticum vulgaris e Lens cullinaris, dentre
outras, para verificar suas afinidades por determinadas glicoproteinas (analito) como, por
exemplo, a fetuina. Na montagem deste biossensor, as lectinas foram imobilizadas sobre a

superficie do cristal de quartzo (transdutor). Quando é injetada uma solucdo de
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glicoproteina, ocorre forte interagdo entre ela e a lectina imobilizada. Esse sinal de
biorreconhecimento é transformado em elétrico devido ao transdutor piezelétrico, que geral
um sinal proporcional a quantidade de glicoproteina ligada a lectina (para maiores detalhes
da técnica de QCM, consulte a secao 2.3).

Biossensores de deteccdo indireta necessitam de uma espécie secunddria para
deteccdo. Neste tipo de dispositivo, ocorre uma reagdo bioquimica entre o analito e a
espécie secundaria, detectavel por determinada técnica. Um exemplo desse tipo de
biossensor envolve o uso de marcadores fluorescentes que podem ser detectados por
medidas dpticas.*’

Outra forma de classificar os biossensores é por meio do transdutor utilizado.'* Desta
forma, quando um biossensor é dito piezelétrico, significa que esse dispositivo sensor utiliza
um transdutor piezelétrico para deteccdo e transducdo do sinal de biorreconhecimento.
Outros tipos de biossensores sdo os eletroquimicos (potenciométrico, condutimétrico e
amperomeétrico) e éptico (medida de luminescéncia, fluorescéncia, elipsometria, etc.). Com
relacdo ao material bioldgico utilizado, ele pode ser classificado como catalitico (quando
utiliza enzimas) ou de afinidade (quando utiliza lectinas e anticorpos, por exemplo).

Ndo menos importante comentar que, atualmente, os biossensores vém recebendo
atencdo ndo apenas para fins analiticos (deteccdo e quantificacdo de analito), mas também
para estudos de interagdes biomoleculares. O trabalho de Pesquero et al.,** por exemplo,
aborda uma forma de extrair dados cinéticos de interacdo entre lectina nativa e
recombinante por meio da técnica de QCM. Neste trabalho, foi possivel demonstrar que a
lectina nativa jArtinM extraida de sementes de jaca e rArtinM (forma recombinante)
possuem o mesmo grau de afinidade por determinada glicoproteina. Outros exemplos de
trabalhos que trazem o estudo de montagem de biossensores para esta finalidade se
encontram no de Pedroso,6 Yakovleva'® e Lebed.”

Neste aspecto, embora a literatura nao relate esse tipo de defini¢do, é correto afirmar
que é possivel categorizar os biossensores em dois grupos, dependendo de seu uso:
biossensores analiticos, referenciando aqueles destinados na deteccdo e quantificacdo de
alguma espécie quimica; e biossensores de afinidade, classificando determinados
dispositivos voltados exclusivamente para estudos de interacdo entre a molécula biolédgica
(ligante) e o analito. Importante notar aqui a diferenga entre essa classificacdo daquela

comentada anteriormente: biossensor de afinidade, neste caso, se refere a todo dispositivo
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que possui um material biolégico (enzimas ou ndo) cuja finalidade é o estudo de afinidade,
diferente do caso supracitado, no qual um biossensor contendo como ligante uma enzima,

seria classificado como um biossensor catalitico.

2.1.2 Aplicagdes dos Biossensores

As aplicacGes de biossensores envolvem diversas areas, tais como médica, ambiental,
seguranca publica e alimentar.* Aplicagdes na area médica incluem a clinica, farmacéutica e
também em pesquisa. Biossensores para diagndstico clinico podem agilizar a deteccdo de
alguma doenca em fase precoce, permitindo ao médico adotar medidas de tratamento
rapido e mais eficazes. Aplicacbes na area ambiental incluem dispositivos destinados ao
monitoramento de derramamentos, emissdo de gases tdxicos e controle de efluente
industrial. Um exemplo de biossensor na drea de seguranca publica é aquele destinado a
detectar Bacillus anthracis,** responsavel pelo bioterrorismo em 2001. Em seguranca
alimentar, esses dispositivos podem ser aplicados no monitoramento de producdo industrial
e no diagndstico de intoxicacdo alimentar.*

Os pontos fortes dos biossensores podem ser enumerados a seguir:”

e Andlise rapida ou em tempo real: Analise rapida ou em tempo real permite obter
informagdes imediatas da amostra testada. Essas habilidades dos biossensores os tornam
atraentes na drea médica, especialmente em casos em que ha a necessidade de diagndstico
rapido, como no de intoxicacdo por remédios.

e Andlise em fluxo continuo: Muitos biossensores podem ser projetados para sistemas
em fluxo, que permite suas aplicagdes no monitoramento de suplemento de agua, produgao
de alimentos e qualidade do ar.’

e Miniaturizagao: Biossensores podem ser miniaturizados, tornando-os portateis e de
baixo custo.

e Controle e automacgao: Biossensores podem ser integrados nas linhas de producdo
em diversos estagios de processos industriais e permitir que determinadas informacdes a
respeito de concentracdo de substancias podem ser obtidas em tempo real. Essas

informagdes podem ser criticas no controle da qualidade do processo.
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2.2 Métodos de Imobilizacao do Material Biolégico

A imobilizacdo do material biolégico ndo deve comprometer sua atividade, tanto
catalitica (quando o ligante for uma enzima) ou de afinidade (quando o ligante for um
antigeno, anticorpo, lectina, etc.). Imobilizacdo de enzimas por ligacdo covalente entre um
suporte e certos grupos amino de aminoacidos, grupos fendlicos da tirosina, hidroxila da
serina, hidrogenossulfato da cisteina e imidazol da histidina ndao diminuem sua atividade e
podem ser utilizados.> Os métodos de imobilizagio de material biolgico podem ser
divididos em algumas categorias, tais como: (a) oclusdo em matrizes poliméricas,
(b) microencapsulacao, (c) adsorcao fisica e (d) ligacdo covalente em suporte. Esses métodos

sdo discutidos a seguir com base no trabalho de Fatibello Filho.?

2.2.1 Método da Oclusdo em Matriz

Neste método, ocorre o aprisionamento da enzima dentro dos espacos intersticiais das
ligacGes covalentes cruzadas de um polimero insoluvel (poliacrilamida, agar-agar, amido,
dentre outros). No procedimento de imobilizagdo, o monémero, o catalisador de
polimerizacdo e a enzima a ser ocluida sdo misturados em uma solu¢ao tampao. A estrutura
do polimero formada, por possuir pequenos espacos intersticiais, ndo permite a difusdao de
moléculas grandes da enzima, mas as moléculas menores do substrato conseguem difundir-
se livremente, possibilitando que o substrato alcance a enzima.

A vantagem desse método é que ele n3do altera a estrutura do material bioldgico. Por
outro lado, o tempo de vida util do sensor é menor porque as enzimas podem sair dos

intersticios, visto que eles podem aumentar de tamanho.

2.2.2 Microencapsulagéio

Neste método, ocorre o encapsulamento da enzima em pequenas esferas
(microcapsulas) de membranas semipermedveis com poros variando de 5-300 um, que
permite apenas a movimentacdo do substrato e produtos da reagdao enzimatica. Essa

metodologia é analoga a anteriormente discutida, mas difere no aspecto do numero de
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moléculas de enzimas aprisionadas: no processo de microencapsulacdo, hd mais moléculas
de enzimas do que no método de oclusdo em matriz polimérica.

Uma vantagem desse método reside no fato de poder aprisionar grande quantidade de
enzima em apenas uma etapa. No entanto, a necessidade de alta concentragcdo de proteina
para a microencapsulacdo, a restricdo de passagem de substratos de baixo peso molecular
através das membranas e dificuldades em se fixar essas microcapsulas na base dos sensores,

tem dificultado o uso dessa técnica.

2.2.3 Adsorc¢do Fisica

O processo de imobilizacdo, neste caso, ocorre por interagdes do tipo i0nicas, polar,
ligacdes de hidrogénio e interagdes hidrofdbicas. Os suportes destinados a essa metodologia
geralmente possuem superficie ativa e funcionam como bons adsorventes e incluem a
alumina, resinas de troca idnica, bentonita, grafite, dentre outras. Sua vantagem reside na
simplicidade do método, mas possui a desvantagem de o processo de imobilizacdo depender
do pH, solvente, substrato e temperatura. Outra desvantagem desse método reside no fato
da possibilidade das moléculas adsorventes se aderirem randomicamente sobre o substrato,

prejudicando a sensibilidade do biossensor.™

2.2.4 Ligagdo Covalente em Suporte

Esse tipo de imobilizagao envolve a formagdo prévia de uma camada molecular aderida
a um substrato (sintético, como a celulose, ou metalico, como o ouro). O material bioldgico é
imobilizado por meio da formacdo de ligacbes covalentes entre um grupo ndo ativo do
material bioldgico e a camada previamente preparada. Um exemplo desse método e
amplamente utilizado é a formagdo de monocamadas automontadas de determinados tidis
sobre superficie de ouro, visto que moléculas de tiol se ligam fortemente a este substrato
metadlico. Sobre essa monocamada formada é aderido o material bioldgico.

Como esse procedimento de imobilizacdo foi utilizado neste trabalho, convém aqui

discuti-lo em detalhes, sendo apresentado a seguir.
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2.2.5 Monocamadas Automontadas (SAMs, do inglés Self-assembled monolayers)

Uma forma eficiente de construir sensores seletivos sobre superficie de ouro é por
meio da técnica de monocamadas automontadas. Por meio dessa abordagem, é possivel
construir estruturas moleculares altamente organizadas e de forma reprodutivel, capazes de
aderir o material bioldgico de interesse (enzima, lectina, DNA, anticorpo, etc.). De forma
geral, a formagdo de uma monocamada molecular sobre uma superficie significa alterar
quimicamente a superficie do filme de ouro, ou seja, funcionalizd-la.

O primeiro artigo a relatar a formacdo de monocamadas automontadas utilizando
moléculas contendo atomo de enxofre disponivel para se adsorver na superficie de ouro
(como tidis e dissulfetos) foi o de Nuzzo e Allara em 1983.'® Neste trabalho, os autores
relataram a formacdo de monocamadas de diferentes dissulfetos (R-S-S-R’, sendo R e R’
agrupamentos quimicos) em superficie de ouro a partir de solugdes diluidas. Essas camadas
foram caracterizadas pelas técnicas de espectroscopia de reflectdncia na regido do
infravermelho, elipsometria e angulo de contato, que evidenciaram que as monocamadas
formadas se apresentam organizadas e densamente agrupadas.

A partir desse ponto, diversos pesquisadores se esforcaram e ainda se empenham em
construir e estudar essas monocamadas, sobretudo devido as suas aplicacdes em sensores
quimicos.’” Neste contexto, uma aplicacdo dessa técnica que vem sendo extensivamente
utilizada é na obtencdo de biossensores para estudo de afinidade quimica entre lectinas e
carboidratos,®° assim como na obtencdo de dispositivos para diagndstico clinico.t**18

Desta forma, devido a importancia dessa técnica e seu emprego nesta pesquisa, é
importante realizar um levantamento bibliografico sobre ela e detalhar algumas de suas

aplicacdes no contexto deste trabalho.

2.2.5.1 0 que é SAM?

SAMs sdo estruturas moleculares bidimensionais de escala nanométrica formadas pela

1719 tanto por meio de

adsorcdo de um surfactante em uma superficie sdlida (substrato),
solugcdo como por fase gasosa. Quando o substrato é mergulhado na solugdo de tiol, por
exemplo, inicia-se a adsor¢ao das moléculas no substrato e a estrutura se forma sem a

intervencdo de forgas externas, ou seja, a estrutura se organiza sozinha (Figura 3).
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Figura 3 - SAMs (de tiol) sdo formadas através da imersdo do substrato (filme fino de ouro
depositado sobre cristal de quartzo) na solugdo de tiol, por um tempo t a uma temperatura T. A
auto-organizagdo da monocamada ocorre gragas a forgas intermoleculares. A utilizagdo de
moléculas que possuem determinados grupos funcionais terminais em sua estrutura caracterizam
as propriedades da superficie da monocamada, desejéveis para a obteng¢do de biossensores
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Fonte: Autor.

A informacdo para a estruturacdao das monocamadas esta contida dentro das préprias
moléculas. E por meio de suas estruturas tridimensionais, que contém grupos quimicos
especificos, que elas, mesmo quando adsorvidas, interagem entre si. S3o as ligacdes de
hidrogénio, quando grupos quimicos especificos estdo presentes (como por exemplo -OH,
-NH,, -COOH) e intera¢cdes de Van der Waals'” 1% qgue organizam as moléculas
espontaneamente, tornando estas estruturas estaveis.

O conceito de monocamada foi primeiramente introduzido por Langmuir em 1917
durante seu estudo sobre espécies anfifilicas.!” Ele percebeu que, ao espalhar essas
moléculas em dgua, ele obtinha um filme de espessura molecular. Entretanto, apenas em
1936 Katherine Blodgett foi capaz de transferir a monocamada para um suporte sdlido,

1721 por meio desta técnica, é

técnica que ficou conhecida como de Langmuir-Blodgett.
possivel obter monocamadas com alto grau de ordenagdo por meio de aplicacdo de uma
forga externa. O filme é transferido para o substrato por meio de sua imersdo e retirada,

verticalmente, da subfase (Figura 4).
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Figura 4 - Metodologia de Langmuir-Blodgett. (a) Surfactante disperso em agua. Os circulos escuros
representam a parte hidrofilica enquanto as linhas a parte hidrofébica da molécula. (b) Filme
parcialmente comprimido por meio de aplicacdo de forcas em suas laterais. (c) Monocamada
organizada por meio de aplicacdo de pressdo. (d) Imersdo do substrato no filme organizado. (e)
Transferéncia da monocamada para o substrato. (f) Monocamada densamente agrupada sobre o
substrato

(@ (b) (c)

(d) (e) ()
Fonte: Pradeep (2007, p. 130)."

Importante notar a diferenga nestas duas técnicas. Enquanto na técnica de SAM as
monocamadas se formam espontaneamente, sem a intervencdo de forgas externas, na
técnica de Langmuir-Blodgett é necessdrio a aplicacdo de uma pressao para a organizacao da
camada e de um processo mecanico para a transferéncia do filme para o substrato. Além do
mais, embora ambas as estruturas formadas por essas monocamadas sao estabilizadas por
ligacGes intermoleculares, geralmente a adsorcdo das moléculas pela técnica de Langmuir-
Blodgett so realizadas por fracas interacBes entre a camada e o substrato,?” em contraste
com as formadas pela técnica de SAM, das quais as moléculas adsorvidas estdo
covalentemente ligadas no substrato metalico.'*?°
Desta forma, por meio da técnica de SAM, é possivel obter filmes de espessura

molecular com elevado grau de organizacdo e de forma facil e reprodutivel, sendo que essa

monocamada estd fortemente ligada no substrato.

2.2.5.2 Preparacao de SAM de tidis

Monocamadas automontadas de tidis podem ser obtidas por meio da imersdo do

15,19,23,32 sy
>19.2332 3 sybstrato metalico

substrato metdlico em solugao diluida do tiol adequado.
amplamente utilizado é o ouro, pois ele apresenta propriedades desejaveis quanto a

estabilidade (ndo hd formacdo de éxido em temperatura ambiente, embora Au,03; pode ser
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obtido quando o ouro é exposto ao 0zOnio), a ndo adsorcdo de gases comumente
encontrados na atmosfera, na facilidade do processo de limpeza (para a remogao de
material organico, geralmente se emprega solucao piranha, que é uma mistura de perdxido
de hidrogénio e dacido sulfurico concentrado, na proporgdao de 1:3, respectivamente, a
100 °C), no facil procedimento para preparacdo de filmes finos (por meio da evaporacao
térmica do ouro sobre suporte desejado) e, sobretudo, na forte afinidade que o grupo tiol
tem por esse elemento. Embora o ouro seja amplamente utilizado, as moléculas de tiol
também podem se adsorver sobre outras superficies, especialmente aquelas formadas por
prata, platina®’ e paladio.”

A reacdo que explica a formagdo da ligagdo RS-Au ocorre por meio da oxidagdo da
ligacdo S-H do tiol na superficie do eletrodo de ouro, acompanhada pela eliminacdo redutiva

do gas hidrogénio:19
R-S—H+Au) ——> R—-S Au*.Au’ + 4 H,

Entretanto, quando a reagdo se processa em meio onde oxigénio esta presente, ela

ocorre de forma diferente:*
R-S—H+Au' + 40, ——> R—-S Au" . Au) + Y, H,0O

Ambas as reag¢Ges mostram que a espécie adsorvida no ouro é um tiolato (RS),
evidenciado por estudos utilizando as técnicas de XPS, espectroscopia vibracional na regido
do infravermelho (FT-IR) e Raman, dentre outros.'® A ligacdo do grupo tiolato a superficie do
ouro é forte (quebra de ligacdo homolitica é de aproximadamente 40 Kcal/mol).

Tidis e dissulfetos podem ser diretamente adsorvidos de sua solugdo utilizando
solventes de alta pureza. Comumente se utiliza etanol para espécies apolares e dgua para
espécies polares.15 Hexano também pode ser empregado para tidis de cadeia Ionga.17

O protocolo mais comumente utilizado para preparacao SAM de tiol sobre superficie
metalica é por meio da imersdo do substrato previamente limpo em solucdo etandlica
diluida (1-10 mM) do tiol desejado, por tempo de 12-18 h de imersdo em temperatura

10,17,20

ambiente. Outros trabalhos trazem tempos menores (3 h), apresentando bons
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resultados.™**

O processo de formacdo de monocamada de tiol em superficie de ouro
ocorre basicamente em duas etapas. A primeira etapa corresponde a formacgdo da ligagao do
tiol em ouro originando tiolato (RS'Au’), que ocorre rapidamente (de milisegundos a

minutos) e pode ser representada pela isoterma de adsorgdo de Langmuir.w’34

A segunda
etapa corresponde ao processo de organizacdo da monocamada e minimizacdo de defeitos
estruturais, podendo levar horas. Entretanto, ha um numero expressivo de fatores
experimentais que podem afetar a estrutura da SAM formada bem como a sua taxa de
formacao, a saber: (a) solvente, (b) temperatura, (c) concentragdo do tiol, (d) tempo de
imersdo, (e) pureza do adsorbato, (f) concentracdo de oxigénio na solucdo, (g) grau de
limpeza do substrato e (h) estrutura do tiol. A seguir, é apresentado a discussdo de cada um
desses fatores, baseado no trabalho de Love et al.*°

Solvente. O solvente mais empregado para a formag¢ao de monocamadas de tidis é o
etanol. O grau de cobertura de SAMs formada por etanol ndo varia significativamente
quando comparado a outros solventes (tetrahidrofurano, dimetilformamida, acetonitrila,
tolueno). Além disso, o que favorece o uso deste solvente é que ele solvata uma variedade
de alcanotidis de cadeias diferentes (em tamanho e polaridade), possui baixo custo de
aquisicdo, é disponivel em alta pureza e tem baixa toxicidade. Outro ponto ndo menos
importante a se comentar sobre o uso de etanol esta em sua capacidade de estabilizar o
estado excitado do tiolato, quando ele migra, sobre a superficie do ouro Au(111), de regides
de menor para maior estabilidade (do ponto de vista energético).”’

O efeito do solvente na cinética de formacdo de monocamada é complexo e pouco
compreendido.20 A presenca do solvente fornece parametros adicionais no equilibrio
dindmico no processo de adsorcdao do tiol: interagGes solvente-substrato e solvente-
adsorbato. Interacdes entre o solvente e o substrato podem diminuir a taxa de adsorcdo do
tiol, pois ele deve ser removido da superficie para que a molécula de adsorbato pode ser
ligada. Fortes interacdes entre o solvente e o adsorbato também podem impedir que a
molécula de tiol se aproxime da superficie metdlica, prejudicando a cinética de adsorg¢ao.

Com relacdo aos alcanotidis, sabe-se que a taxa de formacdo da SAM é maior em
certos solventes apolares de cadeia curta (heptano, hexano) do que em etanol. Embora a
taxa de adsorcdo de tidis seja mais rapida utilizando hidrocarbonetos de cadeia curta como

solvente, estudos mostram que estas monocamadas sao menos organizadas do que aquelas

formadas em etanol, principalmente devido as fortes interagdes entre o solvente-adsorbato.
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Temperatura. Geralmente, SAMs s3o preparadas em temperatura ambiente
(20-25 °C). Entretanto, estudos evidenciam que em temperaturas maiores, as monocamadas
automontadas formadas apresentam maior cinética de adsorcdo e numero reduzido de
defeitos.

A formacdo de monocamadas nestas temperaturas é favorecida devido ao fato de que
a taxa de dessorcdo do solvente fisicamente adsorvido, bem como a de eventuais
substancias presas na superficie do ouro, sdo maiores quando comparados em condic¢des de
temperatura menor. Além desse fato, permite que o sistema consiga ultrapassar barreiras
energéticas de processos de reorganizacdo da cadeia e rearranjo estrutural.

Concentragdo e tempo de imersdo. Estes parametros sdo inversamente relacionados,
ou seja, quanto maior a concentracdo da solucdo de tiol menor deve ser o tempo de
imersao.

Muitos experimentos tém demonstrado que, em média, as propriedades das SAMs de
alcanotidis formadas, como o grau de cobertura e estrutura, ndo se alteram
significativamente quando o substrato é imerso em solu¢cdo 1 mM por mais do que 12-18 h,
embora a estrutura da SAM continue a evoluir em tempos de imersdo de 7-10 dias. Esses
resultados implicam que a cobertura da superficie aumenta e que os defeitos diminuem
guando se utiliza maiores tempos de imobilizacao.

Convém relatar que a maioria dos trabalhos encontrados na literatura para a formacao
de monocamadas utilizadas no desenvolvimento de biossensores ndo utiliza tempos
superiores a 12 horas,*™ pois esse periodo fornece SAM de forma reprodutivel e com grau
de organizagdo apropriado.

Pureza dos tidis. Impurezas comuns derivadas de tidis sdo os dissulfetos, um produto
de processo oxidativo do tiol. Experimentos sugerem que pequena quantidade dessas
substancias na amostra (<5%) nao impede a formagdo e ndo prejudica a estrutura das
monocamadas. J& em maiores concentracdes, como os dissulfetos sdo menos sollveis que
os tidis, essas moléculas podem se adsorver fisicamente na superficie, comprometendo
tanto a cinética como a estrutura durante a formag¢do da monocamada.

Concentra¢do de Oxigénio na solugdo. Ha poucos trabalhos na literatura que
abrangem os efeitos, de forma quantitativa, da presenca de oxigénio na solucdo de tiol
quanto ao processo de forma¢dao da monocamada. Ha evidéncias qualitativas de que, ao

desgaseificar o solvente com um gds inerte (como argbnio) antes de preparar a solucdo,
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assim como manter a solugdo em contato com o substrato em ambiente inerte, consegue-se
obter monocamadas mais reprodutiveis quanto a determinadas propriedades.20 Reduzir o
conteudo de oxigénio na solucdo possibilita diminuir a oxidacdo dos tidis em solucdo a
sulfonatos e outras espécies oxidadas.

Limpeza do substrato. A presenca de qualquer substancia aderida na superficie do
substrato prejudica a formagao da SAM, pois esta espécie precisara, primeiramente, ser
removida da superficie para que a molécula de tiol seja adsorvida. Para evitar qualquer tipo
de contaminacao devido a manipulacdo do substrato, especialmente devido a atmosfera do
laboratdrio, é recomenddvel que a formacdo da SAM seja imediatamente procedida do
processo de limpeza, esta geralmente realizada por meio da imersao do substrato em

solucdo piranha.

2.2.5.3 Organizagdo das SAMs de tidis

Apds a molécula de tiol se adsorver na superficie do ouro, uma nova etapa se
desenvolve na formacdo da monocamada: a organizacdao das moléculas por meio de
interacGes intermoleculares que estabilizam a estrutura e caracterizam determinadas
propriedades da camada.”

O modelo mais simples para a descricdo da organizacdo da monocamada é considerar
uma cadeia Unica da molécula de tiol (Single chain mode).?® Neste modelo, dois pardmetros
descrevem as variacOes nas orientacdes destas moléculas: o dngulo de inclinagdo da cadeia
principal em relagdo a normal a superficie (a) e o angulo de rotagdo da molécula em relagdo
a0 seu proprio eixo (B). Como mostrado na Figura 5, a pode assumir tanto valores positivos

como negativos; ja os valores de B sdo encontrados entre 0° a 90°.
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Figura 5 - Parametros a e B que descrevem a orienta¢ao da molécula de tiol no substrato (neste
caso, um alcanotiol). O parametro a é o angulo de inclinagio de uma reta imaginaria que passa
pelas extremidades da molécula em relacdo a reta normal a superficie do substrato; os valores de
a podem ser positivos ou negativos. O parametro B esta relacionado ao angulo de rotacdo que a
molécula pode realizar em seu proprio eixo; estes valores podem assumir um valor na faixa de
0°-90°

Y

| Substrato|

Fonte: Love et al. (2005, p. 1117).%°

Para as SAMs de alcanotidis em Au(111), as cadeias destas moléculas se arranjam de
forma quase cristalina. O angulo de inclinacdo (a) destas moléculas pode variar de metal
para metal. Em ouro, por exemplo, este dngulo pode alcancar valores préoximos a 30°,
enquanto em prata e mercurio os valores encontrados sao de aproximadamente 10° e 0°,
respectivamente. Para o pardmetro 3, em ouro os acanotidis possuem um valor préximo a
50°, enquanto para outros metais este valor se encontra em torno de 45°2°

Tidis contendo em sua cadeia grupos volumosos, a estrutura das SAMs assumem
valores de a menores daqueles encontrados para os alconotidis em Au(111) (Tabela 1). Para
o 4’-nitrobifenil-4-tiol, por exemplo, a é aproximadamente 14°, enquanto B é em torno de
30°. Esta variagdo organizacional pode ser explicado pelas interagdes intermoleculares
diferenciadas que esta molécula possui quando comparado a estrutura geral de um

n-alcanotiol.?
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Tabela 1 - Diferentes valores de |a| e B encontrados para diferentes tipos de tidis quando

constituintes de SAMs sobre Au(111)

Tiol |a] B
n-alcanotiois 28° 53°
HS O O NO, 14+2° 30°
s O O oCH, 2042° 15°
oo
HS
0 e =
Nao
HS CHg 17+8°
disponivel

Fonte: Adaptada de Love et al. (2005, p. 1118).%°

2.2.5.4 Defeitos das SAMs de tidis

As causas dos defeitos das SAMs podem ser classificadas como intrinsecas e

, 2 . , ~
extrinsecas.”® Fatores externos, como a limpeza do substrato, métodos de preparacdo do

substrato e a pureza das solu¢des do adsorbato sao classificados como defeitos extrinsecos.

Entretanto, outros defeitos resultam pelo simples motivo de que a SAM é um sistema

dindmico muito complexo, levando a defeitos intrinsecos.?

As superficies dos substratos onde sdo formadas as SAMs apresentam defeitos fisicos.

Substrato de ouro policristalino, muito utilizado atualmente, possui defeitos como desniveis,

falhas na lapidagdo, existéncia de “vales” ou “buracos” na superficie (rugosidade) e

impurezas no filme metalico (Figura 6).%°
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Figura 6 - llustragao esquematica de alguns dos defeitos intrinsecos e extrinsecos encontrados em
SAMs formadas sobre substrato de ouro policristalino. A linha preta continua na interface metal-
enxofre indica as varia¢Oes topograficas do substrato

Fonte: Adaptada de Love et al. (2005, p. 1121).%°

Um dos tipos de defeitos inerentes a construcdo da SAM em superficie de ouro é a
vacancia monoatomica, ou seja, algumas regides da SAM que possuem um desnivel em
relacdo a regibes vizinhas, ocasionado pela falta, em determinados locais, de uma camada

de 4tomos de ouro.?°

2.3 Principios da Técnica de QCM-D e Biossensores Piezelétricos

O fenbmeno da piezeletricidade foi primeiramente investigado por varios
pesquisadores no inicio do século XIX.*> Entretanto, o mérito de serem os primeiros a
observarem e a estudarem esta propriedade ficou para os irmaos Pierre e Jacques Curie, em
1880. Estes pesquisadores observaram que certos materiais, como o quartzo (mineral
constituido basicamente de didxido de silicio, SiO,), quando comprimidos em determinadas
direcdes, observava-se um potencial elétrico entre as superficies deformadas do material.*®
Mais tarde verificaram o efeito oposto, ou seja, que o material sofria deformag¢ao mecanica
guando ele era submetido a uma diferenca de potencial. O termo piezeletricidade originou
dessas observagdes, que significa eletricidade por pressao.

A principal caracteristica de um material que possui propriedade piezelétrica é a
auséncia de um centro de simetria em sua estrutura cristalina,>® levando o aparecimento de
dipolos elétricos (Figura 7a). Quando estes materiais sofrem compressdo ocorre uma
separacdo das espécies opostamente carregadas presentes na estrutura cristalina,
provocando uma mudan¢a no momento de dipolo liquido em cada molécula. Esta alteracao,
por sua vez, provoca o aparecimento de cargas elétricas nas faces do cristal, sendo que a

intensidade da carga elétrica gerada depende da intensidade da forca aplicada no material e
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da orientacdo de seus dipolos em relacdo as suas faces. Da mesma forma, os dipolos
presentes na estrutura cristalina desses materiais sdo atraidos ou repelidos quando expostos
a uma diferenca de potencial aplicada, provocando uma reorientacdo da rede cristalina, isto
é, deformando o material. Quando se aplica uma diferen¢a de potencial alternada, o cristal
oscila continuamente (Figura 7b).

Figura 7 - Cristal de quartzo recoberto por eletrodos de ouro. (a) Devido a assimetria do material,
ocorre o aparecimento de dipolos elétricos. (b) Esses dipolos podem ser reorientados ao aplicar
uma diferenca de potencial alternada. As setas indicam o sentido da deformagao

Fonte: Autor.

As propriedades piezelétricas desses materiais, tais como o modo de vibracdo
preferencial e o coeficiente de temperatura, dependem do tipo de corte utilizado para se
obter as laminas empregadas na construcdo dos sensores, uma vez que apresentam
propriedades fisicas anisotrdpicas. Cada tipo se refere aos diferentes angulos de corte com
relacdo aos eixos cristalograficos do material. Para o quartzo existem variados tipos de

cortes, como o AB, AT, BT, CT, DT, SC, dentre outros.””’

O tipo de corte mais utilizado no
desenvolvimento de biossensores é o AT, que possui como modo de vibragdo o
cisalhamento fundamental, porque apresenta pequeno coeficiente de temperatura em
temperatura ambiente, bem como grande sensibilidade de massa.>®

A QCM é uma técnica fundamentada na propriedade piezelétrica do cristal de quartzo.
Esse material pode ser posto a oscilar aplicando-se uma diferenca de potencial alternada,
sendo que sua frequéncia de oscilacdo é monitorada em funcdo do tempo. Por meio da

relacdo de Sauerbrey (Equacdo 1) é possivel relacionar a variagdo de frequéncia de oscilagao

do cristal com a massa aderida em sua superficie.*®
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fo (1)
——Am
ququl

Af' = —
sendo Af’ a variacdo da frequéncia devido ao recobrimento do eletrodo, fy a frequéncia
fundamental do cristal, Am a massa do material depositado, p, a densidade do cristal, F; a
constante de frequéncia (F,=fod,, sendo d, a espessura do cristal) e A, a drea do eletrodo
depositado sobre o cristal. Essa equacdo pode ser representada de forma simplificada como
(Equacdo 2):

Af’=—n%Am )

em que n é o numero do harménico (n =1, 3, 5, 7...) e C o coeficiente de sensibilidade
tedrica da QCM (17,7 ng Hz™" cm™ para cristal de 5 MHz). O sinal negativo da equacdo
evidencia que um aumento de massa sobre o cristal acarreta um decréscimo de sua
frequéncia de oscilacao.

Embora essa equacado relacione a variacdao de frequéncia de oscilagdo com a variacao
de massa sobre o eletrodo, ela é valida se a massa adsorvida for pequena quando
comparada com a massa do cristal, rigidamente adsorvida, isto é, sem escorregar ou se
deformar durante uma oscilacdo, uniformemente distribuida sobre a area do eletrodo e no
vacuo. Quando a substancia adsorvida no eletrodo nao é rigida e o meio reacional é viscoso
a equacgao de Sauerbrey pode nao ser aplica’vel.7’39

Devido a limitacdo desse modelo, diversos estudos, publicados na década de 80 e
90, se preocuparam em encontrar uma relacdo que pudesse expandir a equacdo de
Sauerbrey para meios liquidos, condicdo na qual é possivel estudar processos bioldgicos.
Estes estudos, dentre os quais se pode citar o de Nakasawa,*® mostraram gue a variacao de
Af nestas condicdes ndo depende apenas da massa sobre o eletrodo (ocasionadas por
adsorcdo e/ou desorgdo), mas também das propriedades do liquido que estd em contato
com o cristal, como a densidade e a viscosidade. Uma relacdo mais completa e vdlida para

meios liquidos é mostrada abaixo (Equagao 3):%

Am
Af = Afy + Af; = —f2 4| 3)
FapqAe T[foﬂqpq
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Nesta equacdo, Af,, corresponde a variacao de frequéncia devido a massa adsorvida
(rigida) na superficie do cristal (equa¢do de Sauerbrey) e Af;a contribuicdo do meio liquido

para variagao da frequéncia. Os parametrosn;, pi, H, € Pq sdo, respectivamente, a

viscosidade e a densidade do liquido, o mddulo de cisalhamento e a densidade do cristal de
quartzo.

No caso em que a massa aderida ndo for rigida, significa que seu movimento ndo esta
acoplado totalmente ao movimento oscilatério do cristal, causando perdas energéticas no
sistema. Nesses casos, apenas os valores de frequéncia ndo sdo adequados para estimar a
massa aderida sobre o substrato e se faz necessario conhecer os valores de dissipacdo de
energia do sistema (fator D), fornecendo informacdes a respeito da viscoelasticidade da
camada formada. A dissipacdo ocorre quando a diferenca de potencial aplicada no cristal é
desligada e a energia armazenada no sistema oscilatério é dissipada para o ambiente. D esta

relacionado com o amortecimento do potencial aplicado no eletrodo (Equacio 4):*°

U(t) = Uge"/D) sen@rft + ¢),t = 0 (4)

sendo que T é a constante de decaimento e ¢ a fase. O fator de dissipagdo é inversamente

proporcional ao t (Equacgo 5):*°

1
- nfr

(5)
De forma geral, quanto maior for a viscoelasticidade da camada formada, maior sera o

amortecimento e, portanto, o valor de D. Esse pardmetro é definido como (Equacio 6):*

)
D = dissipada (6)

27TEarmazenada

sendo Eyisipada @ €nergia dissipada por ciclo de oscilagdo do cristal e Eumazenada @ total
armazenada no sistema oscilatério.
Assim como Af, o parametro de dissipagdo também é afetado pelo meio reacional. Em

1966, Stockbridge (apud RODAHL; KASEMO, 1996, p. 112)*° demonstrou que, quando um
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cristal de quartzo de corte AT é exposto a um meio liquido, a variacdo do parametro de
dissipagdo se relaciona com determinadas propriedades do liquido, como viscosidade, 1;, e

densidade, p; (Equagdo 7):

AD = ———/mp 7
\/”_qupq - )

Importante notar que a interferéncia do liquido ou de qualquer outro meio viscoso no
estudo da afinidade pode ser desprezada quando o sistema idealizado permite utilizar a
injecdo de amostra em fluxo. Quando se propde avaliar a interacdo proteina-proteina, por
exemplo, a proteina considerada analito é dissolvida em meio tampao especifico, e serd essa
solucdo proteica aquela utilizada na investigacdo da afinidade com outra proteina
imobilizada no transdutor piezelétrico. Neste caso, primeiramente sdo coletados os sinais de
Af e AD da solugao tampao especifica, sem o analito, objetivando analisar a contribuicao
desse meio na resposta do equipamento. Posteriormente, é injetada a solu¢ao contendo o
analito na mesma solucdo tampao. Apds o tempo necessdrio e definido para que ocorra a
interacdo proteina-proteina, novamente é injetada solu¢ao tampao sem o analito. Como sao
conhecidas as respostas de Af e AD do sistema antes de injetar o analito, por meio dos
valores finais de frequéncia e de dissipacdo é possivel estimar Af e AD correspondentes
apenas a interacao proteina-proteina, sem a interferéncia do meio viscoso.

A seguir, sao apresentados alguns exemplos de biossensores piezelétricos, em especial

aqueles construidos utilizando a técnica de SAM para a imobilizagdo do material bioldgico.

2.3.1 Exemplos de Biossensores Piezelétricos utilizando a técnica de SAM

Biossensores piezelétricos sdo dispositivos sensores que possuem o material bioldgico
imobilizado na superficie de um transdutor piezelétrico, capaz de converter um sinal de
reconhecimento biolégico (aumento de massa sobre o transdutor) em um sinal elétrico.® O
material piezelétrico utilizado no desenvolvimento deste tipo de sensor é o cristal de
guartzo, de corte AT, que possui em suas superficies uma fina camada de ouro (eletrodos),

sendo uma delas destinada a construcdo de um filme sensivel ao analito (funcionalizagdo)

(Figura 8).
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Figura 8 - Desenho ilustrativo de um cristal de quartzo revestido com camada de ouro em ambos os
lados (a e b). A parte b do desenho representa o local da funcionalizagido

Fonte: Autor.

A funcionalizacdo da superficie de ouro ocorre em varias etapas. A primeira se resume
na construcao de um filme fino de tiol sobre sua superficie, utilizando a abordagem de
formacao de SAM. Em outras palavras, é preparada uma solucdo de tiol na qual o cristal de
quartzo serd imerso por um tempo e temperatura determinados, objetivando a formacdo de
uma monocamada automontada. Embora em alguns estudos apenas a formacdo desta
camada seja suficiente, como aquele realizado por Fleming et al.*? (investigacdo da adsorgao
da proteina Azurin em SAM de octanotiol), outros necessitam de uma engenharia superficial
mais sofisticada, por meio da construcdao de ndao apenas uma camada de moléculas, mas de
duas a trés. Como exemplo, Pedroso et al.® desenvolveram um biossensor contendo Au-

cistamina-glutaraldeido-lectina para o estudo da interacdo lectina-carboidrato (Figura 9).

Figura 9 - Esquema de montagem do biossensor Au-cistamina-glutaraldeido-lectina utilizado por
Pedroso et al.®

Fonte: Autor.
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Utilizando como exemplo um biossensor piezelétrico baseado na interacdo lectina-
carboidrato, o reconhecimento bioldgico é identificado quando ocorre um decréscimo do
valor da frequéncia de oscilacdo do cristal de quartzo ao injetar, sobre o cristal
funcionalizado com a lectina, solucdo de determinado carboidrato (Figura 10). A variacdo
negativa da frequéncia de oscilagdo ocorre por causa do aumento de massa sobre o
biossensor, conforme previsto pela Lei de Sauerbrey.3

Figura 10 — Variagdo negativa da frequéncia de oscilagao do cristal de quartzo quando o eletrodo
de ouro funcionalizado com a lectina entra em contato com solugdo de carboidrato (analito). A
variacdo é negativa devido a interacao lectina-carboidrato, que aumenta a massa sobre o material
piezelétrico

Fonte: Autor.

A técnica de QCM utilizando SAMs de tidis também tem fornecido grande espaco aos
pesquisadores para explorarem o desenvolvimento de biossensores para a identificacdo de
micro-organismos, especialmente indicados ao diagndstico clinico. Como exemplo, cite-se o

1. Neste estudo, os pesquisadores utilizaram uma monocamada

trabalho de Hao et a
automontada na construcdo de um dispositivo capaz de identificar, de forma rapida, esporos
e células vegetativas do Bacillus anthracis, micro-organismo utilizado no bioterrorismo
ocorrido na América do Norte em 2001. A monocamada automontada foi obtida a partir de
uma solucgdo etandlica contendo dois tidis, o dcido 11-mercaptoundecandico (11-MUA) e o
6-mercapto-1-hexanol (6CHO), na proporcao de 1:3, respectivamente. Apds a formacdo da

monocamada em temperatura ambiente por 24 h, esta foi ativada com uma solugdo aquosa

contendo N-hidroxisuccinimida (NHS) e N-etil-N-(dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) na
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proporcdo de 1:2, respectivamente, em temperatura ambiente por 2 horas. Apds a lavagem
do cristal contendo a SAM ativada, esta foi incubada, em temperatura ambiente por 5 horas,
em solucdo contendo Proteina A. Apds lavagem, o cristal foi incubado com anticorpo
especifico para a detec¢do do B. anthracis. Os sitios nao especificos da ligagdo entre
B. anthracis e o biossensor foram bloqueados com soroalbumina bovina (BSA).

Outro estudo que trata da construcao de biossensores utilizando SAMs de tiol é o de
Avyela et al.”® Nesta pesquisa, voltada para o desenvolvimento de metodologia rapida para a
deteccdo de diabetes tipo 1, os pesquisadores imobilizaram determinado peptideo antigeno
sintético 1A-2 na camada automontada objetivando detectar autoanticorpos anti-lIA-2 em
soro humano, uma vez que presenca desses autoanticorpos esta associada ao diabetes
tipo 1.

Um biossensor piezelétrico para a detec¢do do virus causador da febre efémera bovina
em gado (BEF, do inglés Bovine Ephemeral Fever) foi desenvolvido por Lee e Chang.** Na
construcdo deste dispositivo, os pesquisadores imobilizaram o anticorpo do virus causador
da BEF (BEFV) sobre a monocamada automontada constituida por cistamina-glutaraldeido.
Neste caso, um cristal de quartzo contendo eletrodos de ouro foi imerso em solucdo de
cistamina (25 mM) durante toda a noite. Apds a lavagem do cristal, este foi imerso em
solucdo de glutaraldeido (20 mM) com o intuito de reagir com o grupo amina da cistamina,
formando uma dupla camada sobre o eletrodo de ouro. Finalizado este procedimento, o
cristal foi incubado com o anticorpo anti-BEFV, responsavel pela detec¢do do virus. A grande
vantagem da construcdo deste dispositivo se encontra no tempo de realizacdo do ensaio
para diagndstico da doenga. Enquanto pelo biossensor o tempo é de apenas alguns minutos,
o teste ELISA pode durar até dois dias.

Um estudo interessante da construcdo de biossensor piezelétrico utilizando SAM de
tidis se encontra na trabalho de Fung e Wong,18 que construiram um dispositivo sensor para
detectar especificamente Salmonella paratyphi em meio aquoso. Neste trabalho, os
pesquisadores utilizaram o acido 3-mercaptopropandico em solugao etandlica, por tempo de
imersdao entre 15-24 h. Esta monocamada foi ativada com EDC e NHS, em procedimento
semelhante ao ja discutido anteriormente. Nesta camada ativada, foi imobilizado o

anticorpo especifico para a Salmonella.
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2.4 Lectinas

Lectinas sdo proteinas de natureza ndo imune que se ligam especificamente e

. . 4
reversivelmente a carboidratos.®*

Sdo encontradas em sistemas bioldgicos de plantas,
animais vertebrados, invertebrados e diversos micro-organismos, desempenhando
importantes papéis bioldgicos, como processos intercelulares de reconhecimento, de adesao
e sinalizac30o, além de transporte intracelular de proteinas recém-sintetizadas.*

Goldstein et al.*® definem lectinas como proteinas ou glicoproteinas de origem n3o
imunoldgica, que se ligam a carboidratos através de pelos menos dois sitios de ligacao,
aglutinam células vegetais e/ou animais e precipitam polissacarideos, glicoproteinas ou
glicolipideos. Peumans e Van Damme*’ se baseiam na estrutura das proteinas para definir
lectina: para esses pesquisadores, lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas que possuem pelo
menos um sitio de ligagdo capaz de interagir com um oligo ou monossacarideo, sitio do qual
ndo apresenta funcdo catalitica ou caracteristica imunoldgica. Nesta ldgica, classificam as
lectinas como merolectinas (lectinas que possuem um sitio de ligacdo com carboidrato),
hololectinas (apresentam dois ou mais sitios de ligacdo homadlogos com carboidrato) e
quimerolectinas (lectinas que, além de um ou mais sitios de interacdo com carboidrato,
possuem outro sitio com atividade bioldgica, como catalitica).

Estas moléculas foram primeiramente descritas no final do século XIX como
substancias capazes de aglutinar eritrécitos. Stilmark (1888 apud SELL; COSTA, 2000,
p. 297)"® em seu trabalho com extrato de Ricinus comunis, observou que ele possuia a
habilidade de aglutinar hemdcias (eritrécitos) de animais de diferentes espécies.
Posteriormente, diversas outras pesquisas mostraram que extratos de diferentes plantas
possuem distintas habilidades hemaglutinantes, evidenciando a seletividade das aglutininas
vegetais por hemadcias de determinadas espécies ou de certos grupos sanguineos. Estes
estudos corroboraram para a caracterizagdo dos grupos sanguineos do sistema ABO. Devido
a seletividade da hemaglutinagio promovida por extratos de vegetais, Boyd e Shapleigh®
sugeriram o termo “lectina” para designar as hemaglutininas, palavra originada do latim
lectus, que significa “escolher”. Estudos mostram que a interacao especifica da lectina com
um determinado carboidrato ocorre gragas a presenga de um sitio ou dominio presente na
estrutura da proteina, conhecida como Dominio de Reconhecimento a Carboidrato (CRD, do

inglés Carbohydrate Recognition Domain), que realiza intera¢des intermoleculares
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especificas com o oligossacarideo, como ligacdo de hidrogénio e van der Waals, entre as

45,50 .
Além

hidroxilas dos carboidratos e os residuos de aminoacidos do sitio ligante da lectina.
destas interacGes muito especificas existem interacdes mais gerais que contribuem para a
ligacdo carboidrato-lectina. Isto pode ocorrer porque diversos agucares possuem em suas
estruturas partes polares e apolares. As partes polares podem interagir com residuos de
aminoacidos polares da lectina, e as partes apolares podem interagir hidrofobicamente com
as partes apolares da estrutura da lectina. A soma de todas estas intera¢des produz a ligacao
especifica entre a lectina e o oligossacarideo.” A importancia do estudo das lectinas se deve
a habilidade dessas biomoléculas de interagirem seletivamente com determinados
carboidratos. Além do mais, essas moléculas estdo envolvidas nos processos de
reconhecimento e das interacbes celulares, atividades essenciais na proliferacao,
diferenciacao, inibicdo por contato e morte celular, assim como na formacdo de érgaos,
migracdo celular, metastase, iniciacio de infecgdes e simbiose.”"*?

Processos bioldgicos que implicam em contato célula-célula, como os de invasao
celular, combate a infeccdes e inflamacdes, sdo intermediados pelas lectinas e pelas
glicoproteinas da superficie celular. Por exemplo, os leucécitos, células brancas que
participam da defesa do organismo, circulam pela corrente sanguinea antes de se
direcionarem a tecidos infectados ou danificados. Para que estas células consigam chegar ao
local especifico, os leucdcitos precisam se ligar as células endoteliais localizadas nas paredes
dos vasos sanguineos antes de migrarem ao local atingido. Para isto, os leucdcitos
expressam continuamente determinadas glicoproteinas em sua superficie, que interagirdo
com a selectina P, uma lectina do tipo C, expressa em células endoteliais de vasos préximos
a locais de dano tecidual. Esta interacdo diminui a velocidade dos leucdcitos na corrente

453 outros

sanguinea permitindo o seu direcionamento ao local lesionado ou infectado.
interessantes exemplos sdo o inicio de infeccdo bucal bacteriana de E. coli, das quais se
aderem a residuos de manose (carboidrato) presente na membrana plasmatica das células
da bochecha;™ e a atividade da bactéria H. pylori, possivel causadora da maioria das ulceras
gastricas, que se liga nas paredes internas do estdbmago pela interacdo de sua lectina,
presente em sua membrana bacteriana, e oligassacarideos especificos das glicoproteinas da
membrana das células epiteliais gastricas.*

Na Figura 11 sdo mostrados, resumidamente, os processos de atividade celular que

envolve as lectinas, glicoproteinas e glicolipidios localizados na membrana celular.
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Figura 11 - Esquema resumido das atividades bioldgicas que ocorrem na membrana plasmatica. (a)
Glicoproteina, (b) Glicolipidio, (c) Glicoproteina, (d) Toxinas bacterianas, como pertussis e colérica,
ligam-se a glicolipidios de superficie antes de entrarem na célula,® (e) Lectina presente em um
micro-organismo invasor interage com a cadeia de carboidratos presentes na glicoproteina
presente na membrana da célula hospedeira, processo que antecede a invasdo celular

Fonte: Autor.

2.5 Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii € um micro-organismo parasita obrigatério intracelular de animais

homeotermos,

responsavel por infectar cerca de 1/3 da populagdo adulta mundial. A
principal rota de transmissao para o humano é através do contato com fezes infectadas de
animais domeésticos, como gatos, ou através da ingestdo de carne contaminada,
especialmente de cordeiro. Causador de uma variedade de estados patoldgicos em seres
humanos, incluindo graves doencas em individuos imunossuprimidos, assim como defeitos
congénitos em bebés quando as gestantes sdo contaminadas durante a gravidez.>

T. gondii foi primeiramente descrito por Nicolle e Manceaux em um roedor
encontrado no continente africano e por Splendore, no Brasil, em um coelho.>®> O nome da
espécie é origindrio do roedor Ctenodactylus gundi, do qual foi isolado; e o género é
derivado do grego toxon (arco) e plasma (molde) devido ao seu formato encurvado e
crescente. Pertence ao filo Apicomplexa, no qual estdo incluidos diversos patdgenos de

importancia médica e veterinaria, como Plasmodium spp, agente causador da malaria. O filo

Apicomplexa é caracterizado pela presenca do complexo apical, composto de organelas
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secretdrias especializadas, como réptrias e micronemas, e de elementos do citoesqueleto,
como os anéis polares e o condide, este Ultimo apenas nos coccideos, subclasse que inclui
T. gondii (Figura 12).>

Figura 12 - Desenho esquematico de um taquizoita de T. gondii
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Fonte: Souza et al. (2010, p. 132).%*

O ciclo de vida de T. gondii apresenta uma fase assexuada, que se passa na maioria
dos animais, e uma fase sexuada, que se passa nos felideos. Ao longo de todo o ciclo possui
trés formas infectivas: a taquizoita (forma de multiplicacdo rédpida da fase aguda), bradizoita
(forma de multiplicacdo lenta, encontrada dentro de cistos tissulares) e a esporozoita (forma
encontrada nos oocistos).>

T. gondii possui uma capacidade notdria de invadir praticamente quase todo tipo de
célula de animais homeotermos, incluindo o homem. A especificidade pelas células
hospedeiras sugere que a adesdo deve envolver um reconhecimento de moléculas presentes
na superficie destas células.>®

O processo de invasdo por T. gondii é realizado em muitas etapas. Primeiramente, o
parasita desliza sobre a célula hospedeira, investigando-a com o condide, uma organela
apical. Durante este processo, em resposta a um sinal desconhecido, o parasita orienta-se e
se liga com sua extremidade apical a superficie da célula hospedeira.”® Apés o acoplamento,
ocorre a liberagdo de proteinas pelas micronemas®’ e réptrias.”® Enquanto a liberagdo das

proteinas pelas micronemas é o primeiro evento que acompanha a ligacdo do parasita a
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célula hospedeira, aquelas liberadas pelas roptrias diminuem a viscosidade da membrana
plasmatica da célula alvo, iniciando a invasdo.”® O processo finaliza com a formacdo de um
vacuolo parasitéforo, a partir da membrana plasmatica da célula hospedeira, o que propicia
a sobrevivéncia e replicagdo da T. gondii.59

Micronemas sdo organelas secretdrias caracteristicas dos parasitas pertencentes ao
filo Apicomplexa. Na espécie T. gondii, elas sdao encontradas exclusivamente em sua
extremidade anterior (Figura 12). A primeira descricdo de proteinas de micronemas foi feita

.>” Esse grupo isolou e caracterizou trés proteinas de micronemas (MICs) e

por Achbarou et a
as denominaram TgMIC1, TgMIC2 e TgMIC3. Atualmente, estdo descritas pelo menos 11
proteinas isoladas dessas organelas.”® Grande parte delas, com excecdo de TgMIC5 e
TgMIC10, possui um ou mais dominios adesivos,?® sendo que duas delas, a TgMICle TgMIC4,
apresentam propriedades vacinais contrao T. gondii.61

Muitos micro-organismos patogénicos sintetizam proteinas ligantes de carboidratos,
ou seja, com propriedades lectinicas. Através delas, tiram proveito da presenca de
glicoconjugados na superficie das células do hospedeiro para aderir a essas células, colonizar
o tecido e invadir planos profundos. A adesdo é, frequentemente, mediada por lectinas da
superficie dos micro-organismos e por ligantes glicosilados na superficie da célula do

hospedeiro vertebrado. Intera¢des lectina-ligante podem resultar, ndo apenas em adesao,

mas também em eventos de transducdo de sinal, criticos para a colonizacdo e infecgao.

2.5.1 As proteinas de micronemas TgMIC1 e TgMIC4

Micronemas sdo pequenas organelas secretdrias em forma de bastdo, medindo
aproximadamente 50 x 250 nm. Elas sdo encontradas exclusivamente na extremidade
anterior de T. gondii (Figura 12). Em seu interior ha um grande numero de proteinas (MICs)
sintetizadas no reticulo endoplasmatico, dentre elas as TgMIC1 e TgMIC4.

A primeira proteina de micronema identificada em T. gondii foi a TgMIC1. Essa
proteina sollvel possui massa molecular de 49 kDa e é capaz de se ligar a receptores das
células do hospedeiro. Essa proteina apresenta-se complexada com outras duas proteinas de
micronema, a TgMIC4 e TgMIC6, como ilustrado na Figura 13.%2

Estudos estruturais da TgMIC1 descrevem que essa proteina possui sitios ligantes de

acido sidlico, que foram denominados de dominios repetidos de adesdo (MAR) na porcdo
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N-terminal da proteina.® A primeira descricio da capacidade da TgMIC1 reconhecer
carboidratos (lactose, D-galactose e fetuina) foi apresentada no trabalho de Lourengo et
al.®, reforcando a esta proteina a capacidade de ades3o celular.®

A TgMIC4 também é capaz de interagir com células hospedeiras. Essa proteina, de
61 kDa, contém seis dominios Apple (A) conservados.®” Estruturalmente, esse dominio é
estavel pela existéncia de pontes dissulfeto (residuos de cisteina) presentes na proteina, e
estudos tém demonstrado que a propriedade adesiva da TgMIC4 depende, essencialmente,
da presenca intacta desses residuos. Os dominios A5 e, especialmente, o A6 dessa proteina
exibem afinidade por galactose e N-acetilgalactosamina.®

A TgMIC6, por outro lado, ndo esta diretamente envolvida na adesdo da célula
hospedeira, desempenhando um papel exclusivamente estrutural.®

Figura 13 - Estrutura do complexo TgMIC4-1-6, que mostra as posi¢oes relativas dos dominios e
sitios de ligagdo na célula hospedeira. Os circulos amarelos mostram os seis dominios em forma de
maga da TgMIC4. Os dominios repetidos de adesao (MAR) na por¢ao N-terminal da proteina
TgMIC1 sdo representados pelas setas rosas. A TgMIC6 estd associada na membrana do parasita,
mantendo unido o complexo TgMIC4-1-6

Fonte. Adaptada de Sawmynaden et al. (2008, p. 1154).%
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2.6 A fetuina e a asialofetuina

Além de importantes funcbes de armazenamento energético e estrutural, os
oligossacarideos e os polissacarideos sao portadores de informacgdes, pois possuem a
propriedade de atuarem como indicadores de enderecamento para algumas proteinas, bem
como exercem papel de mediadores para interacdes especificas célula-célula. As moléculas
qgue contém carboidratos agem no conhecimento e na adesdo célula-célula, na migracao
celular durante o desenvolvimento, na resposta imune e na cicatrizacdo de lesdes, dentre
outros.*” Esses carboidratos, entretanto, sio encontrados em glicoconjugados, como nas
glicoproteinas.

Glicoproteinas contém um ou mais oligossacarideos de complexidade variada ligados
covalentemente a proteina, ou seja, formando conjugados carboidrato-proteina. O-glicanas
estdo ligados com o grupo hidroxila do residuo de Ser (Serina) ou Thr (Treonina) por meio do
carbono anomérico por ligacdo glicosidica. As N-glicanas associam-se por meio de ligacao
N-glicosidica com o nitrogénio da fungdo amida de um residuo de Asn (Asparagina). Os
oligossacarideos ligados a proteina sao muito ricos em informacao estrutural, uma vez que é
muito grande o nimero de combinac¢Ges possiveis de monossacarideos em uma cadeia de
oligossacarideo de uma glicoproteina.*’

A fetuina (68 kDa) é um exemplo de glicoproteina. Ela possui o acido
N-acetilneuraminico em sua extremidade, um tipo de acido sialico.®® Os acidos sialicos estdo
intimamente envolvidos em processos bioldgicos que incluem as fungGes de mediadores na
adesdo célula-célula, mediadores na comunicacdo intercelular, renovadores celulares,
receptores de bactérias, dentre outros.®” As espécies de acido N-acetilneuraminico estao
presentes na fetuina por meio de ligacdes glicosidicas (a2-3) na galactose (Figura 14).

Sua forma sem o acido sidlico é a asialofetuina, uma glicoproteina monomérica de
massa molecular aproximadamente 48 kDa. Sua estrutura possui galactose ligada

terminalmente na N-acetilglucosamina por meio de liga¢des glicosidicas B1-4,°® (Figura 14).



Figura 14 - Estruturas dos oligossacarideos presentes na asialofetuina e fetuina

Fonte: Autor.
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3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Frente as evidéncias de que o protozodrio Toxoplasma gondii utiliza determinadas
proteinas secretadas por sua organela micronema (MICs) para o processo de invasao celular,
especificamente na etapa de adesdo na célula hospedeira, faz-se necessario conhecer a
constante de afinidade dessas MICs com determinados carboidratos ou glicoproteinas. Uma
metodologia simples e eficaz na determinacdo desse parametro é por meio da construcdo de
biossensores piezelétricos de afinidade, utilizando a abordagem de monocamadas
automontadas para a imobilizacdo do material biolégico. Neste contexto, este trabalho teve
como objetivo geral estudar a construgdo, passo a passo, de biossensores piezelétricos de
afinidade contendo como material bioldgico as lectinas recombinantes rTgMIC1 e rTgMIC4 e
sua aplicacdo na determinacdo dos parametros cinéticos e termodinamicos de interacao
dessas proteinas com a fetuina e asialofetuina. Assim, esse projeto teve como objetivos
especificos:

1) Estudar a formacdo da monocamada automontada mista de tidis por meio das técnicas
de microbalanca a cristal de quartzo (QCM, Quartz Crystal Microbalance) e voltametria
ciclica. Os tidis utilizados foram o acido 11-mercaptoundecandico e o 6-mercapto-1-
hexanol na proporcao de 1:3, respectivamente.

2) Verificar o processo de ativagao da monocamada formada utilizando a técnica de QCM.

3) Verificar, por QCM, o processo de imobilizacdo das rTgMICs sobre os cristais de quartzo
funcionalizados com a monocamada automontada, bem como a etapa de bloqueio
utilizando gelatina.

4) Utilizar o modelo da Isoterma de Langmuir e a técnica de QCM com fator dissipativo para
determinar as constantes de afinidade e energia livre de Gibbs (AG) do processo de

interacdo das rTgMICs com a fetuina e asialofetuina.
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Os tidis, solventes e demais materiais foram utilizados sem prévia purificacdo. E

mostrado na Tabela 2 a procedéncia de cada um deles.

Tabela 2 - Reagentes utilizados

Reagentes Férmula Molecular  Procedéncia
Acido 11-mercaptoundecandico (11-MUA) 95% C11H,,0,S Sigma-Aldrich
6-mercapto-1-hexanol (C60H) 97% CsH1405 Sigma-Aldrich
N-etil-N-(dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) CgH17N3 Fluka
N-hidroxisuccinimida (NHS) 97% C4HsNOs Sigma-Aldrich
Asialofetuina - Sigma
Fetuina - Sigma
Gelatina - Shynth
Soroalbumina de soro bovino (BSA) - Sigma-Aldrich
Acido Cloridrico HCI Sigma-Aldrich
Tris(hidroximetil)aminometano (Tris) 99,8% C4H11NO3 Sigma-Aldrich
Cloreto de Sdédio 99,5% NaCl Sigma-Aldrich
Hexacianoferrato(lll) de potassio 99% K3[Fe(CN)s] Sigma-Aldrich
Hexacianoferrato(ll) de potassio trihidratado 99% Ks[Fe(CN)g].3H,0 Sigma-Aldrich
Dihidrogenofosfato de potdssio KH,PO, Sigma-Aldrich
Monohidrogenofosfato de sédio dodecahidratado Na,HPO,4.12H,0 Sigma-Aldrich
Perdxido de hidrogénio P.A H,0, Shynth
Acido sulfurico concentrado P.A H,SO4 Qhemis
Etanol anidro 99,8% C,HeO Fluka
Acetona P.A (CH3),CO Qhemis
Agua Milli-Q (18,2 MQ a 25°C) H,O Millipore

Fonte: Autor.

As proteinas recombinantes rTgMIC1 e rTgMIC4 utilizadas nesse trabalho foram

obtidas em parceria com o Laboratério de Imunoquimica e Glicobiologia do Departamento
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de Biologia Celular e Molecular da Faculdade de Medicina de Ribeirdo-Preto (FMRP-USP),
coordenado pela Profa. Dra. Maria Cristina Roque Antunes Barreira. As solu¢des das

proteinas ficaram armazenadas em freezer (-18 °C).

4.2 Instrumentacao

O estudo da montagem do biossensor e da interacao entre as rTgMIC1 e rTgMIC4
com a fetuina e asialofetuina foram realizados utilizando a técnica de Microbalanga a Cristal
de Quartzo (Q-Sense - modelo E4). Os cristais de quartzo utilizados (corte AT, frequéncia
fundamental de 4,95MHz + 50 KHz, 14 mm de didametro e 0,3 mm de espessura) sdo
recobertos com fina camada de ouro em ambos os lados, com rugosidade menor do que
3 nm. Neste trabalho, foram utilizados os valores do terceiro harménio normalizado (Af,-z e
ADp-3).

Na montagem da célula, os cristais de quartzo sdo dispostos de forma que uma de
suas faces fica em contato com o ar, enquanto a outra com a solucdo sendo investigada. A
capacidade de volume sobre os cristais de quartzo é de 40 pL.

Para a injecdo das solugdes de tiol foi utilizada uma bomba peristdltica Ismatec -
modelo IPC de quatro canais (Figura 15).

Figura 15. Conjunto utilizado para o estudo da formacdo do biossensor e da interagdao das rTgMICs
com a fetuina e asialofetuina. (a) Visdo geral do equipamento. Da direita para a esquerda:
notebook contendo o software do equipamento Q-Sense modelo E4 (Q-Soft), circuito oscilador,
bomba peristaltica, compartimento das células; (b) Visao do compartimento da célula de injec¢ao;
(c) Célula conectada nos tubos de inje¢do; (d) célula aberta mostrando a disposi¢do do cristal de
quartzo e (e) visao da parte superior e inferior do cristal de quartzo

Fonte: Autor.
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Para o estudo da formacdo da SAM, foi utilizado potenciostato/galvanostato da
Autolab (AUTOLAB PGSTAT 30) empregando um sistema de trés eletrodos em uma célula
eletroquimica desenvolvida pela empresa Q-sense (modelo QEM 401, Figura 16). O cristal de
guartzo contendo eletrodo de ouro foi usado como eletrodo de trabalho, o contra-eletrodo
foi uma placa de platina com area geométrica ligeiramente superior a area do eletrodo de
ouro e o eletrodo de referéncia utilizado foi um eletrodo comercial (World Precision
Instruments, Dri-Ref 2SH) de Ag/AgCl sélido. A janela de potencial estudada foi de -0,1V até
0,5V, com potencial inicial de 0,22V e velocidade de varredura de 100mV/s.

Na Figura 16 é mostrado, em detalhes, a célula eletroquimica da Q-SENSE (QEM 401)
utilizada durante os ensaios de voltametria ciclica.

Figura 16 - Conjunto utilizado para o estudo da formagdao da SAM por voltametria ciclica.
(a) Contra-eletrodo de platina e visdo da parte inferior e (b) superior da célula; (c) Eletrodo de
referéncia de Ag/AgCl sélido; (d) Suporte para o eletrodo de referéncia; (e) “o-ring” para vedagdo
da conexdao do eletrodo de referéncia na célula; (f) Encaixe elétrico para o contra-eletrodo;
(g) Esquema de montagem do eletrodo de referéncia; (h) Forma correta de encaixe do eletrodo de
trabalho na célula; (i) Visao superior da célula fechada. Visao lateral da célula contendo os encaixes
para: (j) a conexdo elétrica do contra-eletrodo; (k) entrada para o fluxo de solugio; (l) saida para o
fluxo de solugdo; (m) conexdo elétrica para o eletrodo de trabalho; (n) eletrodo de referéncia.
Visdo lateral da célula a (o) esquerda e (p) a direita contendo as conexdes elétricas que devem ser
conectados no potenciostato

Fonte: Autor.

O pHmetro utilizado para a preparacao das solugdes tampao foi o da Quimis (Modelo

Q400MT), previamente calibrado antes dos ensaios.
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4.3 Limpeza dos Cristais

O procedimento de lavagem da superficie de ouro do cristal é de crucial importancia
para a montagem de um biossensor, pois envolve um tratamento prévio da superficie que
recebera a SAM e posterior imobilizagdo do material bioldgico. Desta forma, deve-se adotar
uma metodologia que permita que a superficie do ouro seja limpa.

Um dos procedimentos recomendados encontrado na literatura para a limpeza de
superficie de ouro para a formacdo de SAM é aquele que usa solugdo piranha, ou seja,

mistura de H,SOu(conc) € H,0,.2%%°

A proporcdo utilizada neste trabalho foi a de 3:1 (acido
sulfdrico concentrado: perdxido de hidrogénio, v/v). A solucdo foi preparada no momento
do uso e os cristais de quartzo foram mergulhados nela por 60 segundos. Apds o tempo
transcorrido, os cristais foram retirados dessa solucdo, lavados exaustivamente com 4gua e
secos com gas nitrogénio.

Os cristais foram utilizados imediatamente apds a limpeza.

4.4 Estudo da formag¢ao da monocamada automontada mista de 11-MUA e 6COH

Para a realizacdo dos ensaios para o estudo da formacdao da SAM em tempo real, o
terceiro harmonico normalizado de oscilagdo do cristal de quartzo (Af.-3) e o respectivo
parametro D (AD,-3) foram estabilizados injetando-se etanol em fluxo continuo
(100 pL/min) por 10 minutos. Apds a estabilizacdo, solucdo etandlica contendo 2,5 mM de
11-MUA e 7,5 mM de 6COH foi injetada ao sistema por tempo suficiente para preencher
todo o volume sobre o cristal e o fluxo desligado. Apds 12h de formagdao da monocamada,
fluxo de etanol foi novamente utilizado para lavar a superficie da monocamada e retirar as
moléculas de tiol ndo adsorvidas quimicamente na superficie do ouro. As medidas foram
realizadas em triplicata e na temperatura ambiente (25° C).

A imobilizacdo da monocamada de tiol também foi analisada por medidas de
voltametria ciclica com o intuito de verificar o bloqueio do eletrodo frente a processos
eletroquimicos utilizando 1mM do par redox ferri/ferro em uma solu¢do tampdo fosfato
salino 0,1M e pH 7,0 antes e apds a formagdo da monomacada, utilizando o mesmo cristal

de quartzo como eletrodo de trabalho.
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4.5 Estudo dos processos de ativacao, imobilizagao das rTgMICs e bloqueio

Apds a formagdo da SAM sobre o cristal de quartzo, este foi montado na célula da
Q-SENSE para a investigacdo do processo de ativacdo. Para a realizacdo dos ensaios na QCM,
Afo-3 € AD,-3 foram estabilizados injetando-se dgua em fluxo continuo (100 pL/min) por
10 min. Apds a estabilizacdo, solucdo aquosa contendo 10 mM de EDC e 20 mM de NHS foi
injetada no sistema por tempo suficiente para preencher todo o volume sobre o cristal de
quartzo e o fluxo desligado. Apds 2h, fluxo de dgua foi novamente utilizado para lavar a
superficie da monocamada e retirar as moléculas ndo adsorvidas quimicamente. As medidas
foram realizadas em triplicata e na temperatura ambiente (25° C).

Apds o processo de ativagdo, procedeu-se a etapa de imobilizacdo da rTgMIC1 ou
rTgMIC4 em diferentes cristais.

Para a imobilizacdo da rTgMIC, o procedimento adotado foi andlogo ao processo
acima descrito. Ao invés da agua, foi utilizado solugdo tampao Tris-HC| contendo 200 mM de
NaCl (pH 8,0). As concentragdes das rTgMICs utilizadas foram de 0,15 mg/mL no mesmo
tampao.

Para a etapa do bloqueio, foi utilizada solugao de gelatina 0,1% preparada no mesmo
tampdo. O procedimento utilizado para a investigacdo do bloqueio foi semelhante ao da

imobilizacdo das rTgMICs.

4.6 Verificagao do bloqueio dos cristais de quartzo funcionalizados com as rTgMICs

e avaliagao da especificidade

Com o intuito de analisar se todos os sitios remanescentes (grupos carboxilicos e/ou
ésteres NHS) foram ocupados pela lectina (rTgMIC1 ou rTgMIC4) imobilizada e pela gelatina,
solugdo 0,1 mg/mL de BSA em tampdo Tris-HCl contendo 200 mM de NaCl (pH 8,0) foi
injetada, a um fluxo de 100 pL/min, sobre o cristal funcionalizado com a lectina por tempo
suficiente para preencher todo o volume sobre o cristal, desligando o fluxo apds esse tempo.
Apds a solucdo de BSA permanecer em contato com o sensor funcionalizado por 100 min,
fluxo de mesmo tampao foi utilizado para a lavagem do cristal. Os ensaios foram realizados

em triplicata e na temperatura ambiente (25° C).
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Para verificar a especificidade desses cristais funcionalizados, BSA foi imobilizado
sobre o cristal de quartzo ao invés da rTgMIC e injetaram-se solugdes de fetuina e
asialofetuina nas concentracdes de 0,15 mM e 0,41 mM, respectivamente, a um fluxo de
100 pL/min por tempo suficiente para preencher todo o volume sobre o cristal, desligando o
fluxo apds esse tempo. Apds a solucdo de glicoproteina permanecer em contato com o
sensor funcionalizado com BSA por 30 min, fluxo de tampao foi utilizado para a lavagem dos

cristais. Os ensaios foram realizados em triplicata e na temperatura ambiente (25° C).

4.7 Estudo da Interagao das rTgMICs com as glicoproteinas fetuina e asialofetuina

Apds e estabilizacdo do cristal de quartzo funcionalizado com uma das rTgMICs
(rTgMIC1 ou rTgMIC4) em fluxo (100 pL/min) de solugdo tampdo Tris-HCl (pH 8,0), solucdo
de glicoproteina foi injetada sobre o cristal por tempo suficiente para preencher todo o
volume sobre o cristal, desligando o fluxo apds esse tempo. Apds 30 minutos de interacgdo
entre a rTgMIC e a glicoproteina, o cristal foi lavado com solucdo tampado objetivando
remover as moléculas ndo aderidas especificamente sobre o sensor. Os ensaios foram
realizados em triplicata e na temperatura ambiente (25° C).

E mostrado na Figura 17 o procedimento, etapa por etapa, da formacdo dos
biossensores contendo as proteinas rTgMIC1 ou rTgMIC4, apds a limpeza da superficie de

ouro com solugdo piranha.
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Figura 17 - Detalhes do procedimento experimental utilizado na construgao dos biossensores
contendo rTgMIC1 ou rTgMIC4 para os estudos de afinidade
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Fonte: Autor.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Formagao da SAM mista de 11-MUA e C60H

Tidis ligam-se no ouro devido a afinidade do enxofre por esse metal. Sabe-se que o
processo de formacado desses filmes ocorre basicamente em duas etapas: a primeira, rapida,
em que a molécula de tiol se liga na superficie metalica, e a segunda, que dura horas, que
corresponde ao processo organizacional da monocamada.'®*

Na Figura 18 é mostrado o processo de formagdao da monocamada mista a partir de

solucdo mista de 11-MUA e 6COH utilizando a técnica de QCM-D.

Figura 18 - Processo de formagdo da SAM acompanhado pela técnica de QCM-D. Para a formacgao
da monocamada, foi utilizada solugao etandlica contendo 2,5 mM de 11-MUA e 7,5 mM de 6COH.
A seta em A indica o inicio do processo de injecdo da amostra, enquanto em B indica o inicio da
lavagem do cristal com etanol

Fonte: Autor.

A seta em A indica o inicio da injecdo de solucdo de tiol sobre o eletrodo de ouro do
cristal de quartzo. A partir desse ponto, ocorre uma rapida queda de Af, seguindo de
decaimento lento, até em B, momento em que é ligado o fluxo de etanol para a lavagem do
cristal. Apds a lavagem, Af aumenta até valor final de -Affina = 9,5 + 3,8 Hz. O valor final do
parametro D para a formacdo da monocamada é ADsina = (3 1)x10'7.

Importante notar que o comportamento da curva Af (t) ao longo do processo reflete
estagios cinéticos diferenciados. No momento em que é iniciado o fluxo de solucdo da

mistura dos tidis, ocorre uma rdpida queda dos valores de Af, evidenciado rapido processo
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de adsorcao dessas moléculas no ouro. A queda acentuada é seguida de uma mais suave, até
o momento da lavagem do cristal, sugerindo processo adsortivo lento. Torna evidente que,
inicialmente, as moléculas de tiol se ligam desorganizadamente sobre a superficie de ouro
(Figura 19a) e que, com o tempo, devido as interagdes intermoleculares entre as espécies
adsorvidas adjacentes, ocorre o processo de organizacdo da monocamada, conforme

descrito na literatura.'’

Essa etapa envolve a desocupacdo de espacos anteriormente
indisponiveis para adsorcdo (Figura 19b). Nestes novos espacos livres, moléculas de tiol
podem se adsorver, ocasionando aumento de massa sobre o cristal com correspondente
decréscimo nos valores de Af no tempo, como ilustrado na Figura 19.

Figura 19 - Esquema do processo de formac¢dao de uma SAM: (a) A etapa inicial é caracterizada pela
rapida adsorcdo e crescimento da espessura do filme, seguido de um processo mais lento (b) de
adsorcdo e organizagdo, até a formacgdo final (c) da monocamada automontada. Perceba que,
durante a formagdo do filme, ocorre a desocupagdo de sitios anteriormente indisponiveis para
adsorcao de novas espécies de tiol. Novos sitios se tornam aptos a adsor¢ao devido a organizagao
do filme

Fonte: Cancino (2008, p. 18).%°

E conhecido que SAMs obtidas a partir de tidis de cadeia longa sdo compactas e
s . 7 ) TN . , . Py .
rigidas.”® Uma forma de verificar essa evidéncia é por meio do pardmetro D: baixos valores
de dissipagdo sao caracteristicos de camadas rigidas. Quanto menor for o médulo da relagao

—AD/Af para a formagio do filme, mais rigida é a camada formada. Campifia et al.,”

por
exemplo, estudaram a formacdao de SAM a partir do 11-amino-1-undecanotiol sobre
superficie de ouro e encontraram valores normalizados do quinto harmoénico para AD,-s em
2,5x10° e Af,-5 = -22 Hz para a formagao dessa monocamada, que afirmaram ser rigida. A
relacdo -AD/Af pode ser obtida, encontrando valor de 1,1x107Hz . Embora n3o seja regra

geral, quocientes entre ADfina € Affinas cOM valores até 1,1x10'7Hz'1 podem ser considerados

evidéncia de formacao de filmes rigidos. Para a formac¢do da SAM mista de 11-MUA e C60H,
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o valor encontrado para essa relacdo é (3+2)x10® Hz', ou seja, muito abaixo daquele
encontrado por Campifia para filme rigido, sendo possivel afirmar que a monocamada
formada é rigida, e portanto, a relacdo de Sauerbrey pode ser utilizada para estimar a massa
superficial do filme formado. Utilizando a Equagdo 2, encontra-se o valor de 168168 ng cm™.
Levando em consideracdo que a proporcao entre as moléculas de uma espécie de tiol
presente na monocamada esta relacionada com a estequiometria da solugdao de mistura de
tiol utilizada,” 1:3 (11-MUA:C60H) neste caso, é possivel estimar a cobertura superficial,
F(mol/cmz), da monocamada formada. O valor encontrado, igual a (1,1-.*0,4)x10"9mol/cm2 é
consistente com aqueles que representam alto grau de cobertura de monocamada formada
a partir de tidis de grande cadeia carbOnica sobre superficie de ouro, de
0,76x10° mol cm™.”* Cancino® ao estudar a formacdo de monocamada mista de 11-MUA e
6COH sobre superficie de ouro utilizando diferentes proporcdes estequiométricas desses
tidis encontrou valores de cobertura superficial em torno de = 1,1x10° mol/cm?, valor
analogo ao encontrado pela técnica de QCM-D, evidenciando que a SAM obtida pela mistura
dos dois tidis na proporcdo e condicGes apresentadas nesse trabalho possui alto grau de
cobertura superficial.

Em estudo de formacdo de monocamadas automontadas, as medidas de voltametria
ciclica auxiliam na verificacdo da imobilizacdo do tiol na superficie do eletrodo pela
observacdo da variacdo do perfil voltamétrico.®® Em um eletrodo limpo e sem moléculas
imobilizadas em sua superficie, um par redox fornece um voltamograma com picos de
oxidacao e reducdo. A curva Au na Figura 20 apresenta esta situacdo para o processo redox
do par ferri/ferro em ouro. Com a formagdo de monocamada sem defeitos a partir de tidis
de longa cadeia, hd o impedimento fisico do eletrodo e, desta maneira, as espécies
eletroativas tém dificuldade em reduzir ou oxidar.® Como consequéncia, os picos de
oxidacdo/reducdo se distanciam um do outro e o sinal de corrente diminui, evidenciando
que o sistema estd se tornando cada vez mais irreversivel. A curva SAM da Figura 20
exemplifica esta descricdo e mostra que o uso da mistura de 6COH com 11-MUA nas
condicdes aqui descritas forma uma SAM que bloqueia totalmente o processo redox do par
ferri/ferro e, portanto, evidencia um elevado grau de recobrimento da superficie de ouro,
corroborando os valores encontrados por meio da técnica de QCM-D. Os voltamogramas
foram obtidos utilizando o mesmo cristal de quartzo, antes e apds a formagao da SAM,

acompanhado pela técnica de QCM-D.
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Figura 20 - Observagao do processo de imobilizagdao da mistura de tidis sobre o eletrodo de ouro no
cristal de quartzo por voltametria ciclica antes (curva Au) e apds a imobilizacdo (curva SAM). A
inexisténcia de picos na curva do sistema com a SAM evidencia a imobilizacdo dos tidis na
superficie de ouro do cristal de quartzo
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Fonte: Autor.

Na Figura 21 é ilustrado, em detalhes, o processo de oxirreducdo das espécies
[Fe"(CN)s]* e [Fe"(CN)s]* sobre a superficie de ouro com e sem a monocamada formada.

Figura 21 - Processo de oxidacdo e reducdo dos ions complexos [Fe"(CN)s]* e [Fe"(CN)s]* em
solugdo. (a) Em um eletrodo limpo, quando um determinado potencial é atingido, a espécie
[Fe"(CN)s]* se oxida a [Fe"(CN)s]*, que se reduz novamente quando outro potencial é alcangado. O
voltamograma do processo exibe duas bandas visiveis, que correspondem a oxidag¢ao e a redugao
dessas espécies em solucgdo. (b) Apds a formacio da monocamada mista de 11-MUA e C60H,
ocorre um significativo bloqueio dos processos de oxidagdo e reducao quando os mesmos
potenciais sdo novamente alcan¢ados, evidenciando que o processo eletroquimico em (a) ndo esta
ocorrendo

Fonte: Autor.
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Por meio dos dados de QCM-D e voltametria ciclica do processo de obtencdo da SAM
aqui descrito, verifica-se a forma¢dao de monocamada rigida e com minimo de defeitos, ideal

para a imobilizacdo de material biolégico para o desenvolvimento de biossensores.

5.2 Acompanhamento do processo de ativagdao da SAM por QCM-D

Apds a formacdo da SAM a partir da mistura etandlica de 11-MUA e 6COH por 12 h em
temperatura ambiente, foi realizado o estudo in situ do processo de ativacdo da
monocamada.

E mostrado, na Figura 22, o processo de ativacdo da SAM com solucdo aquosa
contendo 10 mM de EDC e 20 mM NHS por 2h, a 25° C. O intervalo de tempo igual a zero
até a seta em A corresponde ao periodo necessario para a estabilizacdo da frequéncia de
oscilacdo do cristal de quartzo, injetando-se agua a um fluxo de 100 puL/min por 10 min. A
partir da seta em A, ocorre a inje¢do da solugdo de EDC e NHS (100 pL/min) parando em B,
gue corresponde ao tempo necessario para que toda a célula esteja preenchida pela
solucdo. O intervalo de B a C corresponde ao periodo em que a solucdo estd em contado
com a SAM. Em C, inicia-se o processo de lavagem do cristal com dgua, objetivando retirar as
moléculas fisicamente adsorvidas na superficie do cristal. A seta em D indica o final do
processo.

Figura 22 - Etapa de ativagdo da SAM utilizando solu¢do aquosa contendo EDC (10 mM) e
NHS (20 mM). Seta em A indica o instante de inje¢do da solu¢do contendo EDC e NHS. De B a C
corresponde ao tempo em que o cristal de quartzo contendo a SAM permaneceu em contato com a
solugdo de EDC e NHS (2h). A partir de C, inicia-se a etapa da lavagem do cristal com agua em fluxo,
finalizando em D

Fonte: Autor.
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A partir do ponto A é possivel observar que ocorre uma queda na frequéncia de
oscilacdo do cristal de quartzo. De acordo com a relagao de Sauerbrey, essa queda é indicio
de que a solucdo contendo as moléculas de EDC e NHS esta se adsorvendo ou ligando-se na
superficie da SAM, além do efeito de alteragdo de viscosidade do meio.

Para uma ideia mais clara do processo de ativacdo é necessario comentar sobre essa
etapa. Quando é adicionada a solugdao de EDC e NHS sobre o cristal de quartzo contendo
monocamada automontada de 11-MUA, por exemplo, as moléculas de EDC reagem com os
grupos carboxilicos para formar um éster intermediario instavel (Figura 23), que quando
hidrolisado regenera o grupo carboxilico. Entretanto, na presenca de NHS, ocorre a
formacao de éster-NHS, composto mais estdvel e dificil de sofrer regenera¢dao quando
comparado ao anterior, permitindo maior eficiéncia na reacdo de imobilizacdo de material
bioldgico. A variacdo de Afsina de aproximadamente -3 Hz (seta em D na Figura 22) pode ser
interpretada como a formacdo do grupo éster NHS, funcionalizando a superficie do
transdutor.

Figura 23 - Exemplo de processo de ativagdo da SAM de 11-MUA. Quando solugao de EDC e NHS
entra em contato com a SAM de 11-MUA ocorre a formagao de intermedidrio instavel. O
intermediario, ao reagir com NHS presente na solu¢dao, forma éster-NHS, composto mais estavel,
aumentando a eficiéncia do processo de imobilizacao de proteina

Fonte: Autor.

Neste caso, a monocamada automontada previamente formada a partir da solugao
etandlica de 11-MUA e 6COH contem grupos carboxilicos e hidroxilas orientados para a
solucdo. Apds injetar a mistura de EDC e NHS, no final do processo, ocorre a formacdo de
éster-NHS, aumentando a massa sobre o cristal de quartzo. A queda de aproximadamente
3 Hz na frequéncia de oscilacdo do cristal de quartzo pode ser interpretada como a formacao

do grupo éster, funcionalizando a superficie do transdutor e tornando-a apta ao processo de
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imobilizacdo de proteina. Os ensaios foram realizados em triplicata, obtendo
-Dffinal = 2,8 £ 0,6 Hz e ADfina = (2,9+0,3)x107. A relacdo —AD/Af é consistente para filme
rigido (= 1x107Hz").”

A variacdo negativa de frequéncia de oscilagdo do cristal de quartzo para o processo de
ativacdo de monocamada contendo grupos carboxilicos também foi observado por

.2 Neste trabalho, os pesquisadores utilizaram o 11-MUA como tiol destinado

Yakovleva et a
na formacdo de monocamada sobre cristal de quartzo. Sobre a SAM formada, foi injetado
solugcdo de EDC e NHS e observou-se queda de frequéncia na ordem de 10 Hz na etapa final
da formacdo do éster-NHS. Variacdo mais negativa dos valores de frequéncia foi observada
neste caso, quando comparado com o resultado apresentado neste trabalho, devido ao fato

de que os pesquisadores obtiveram a SAM a partir de um Unico tiol, o 11-MUA, e n3o a

partir de uma mistura de tidis, como descrito na secao 4.4.

5.3 Processo de imobilizagdao das rTgMICs e etapa de bloqueio

5.3.1 Imobilizagdo da rTgMIC1

Com o intuito de estudar o processo de adsorcdao da rTgMIC1 sobre o cristal de
quartzo funcionalizado com SAM e ativado com solugdo de EDC/NHS, a imobilizacdo dessa
proteina foi acompanhada pela técnica de QCM-D (Figura 24).

Figura 24 - Processo de adsor¢ao da proteina rTgMIC1 sobre eletrodo de ouro funcionalizado com
SAM e ativado com solu¢io de EDC/NHS. A seta em A indica o inicio do processo de inje¢do da
solugdo de rTgMIC1, sendo finalizada em B. A seta em C mostra o inicio da injecdo de tampao
Tris-HCI (pH 8.0) para retirar proteinas adsorvidas fisicamente sobre o eletrodo. O fluxo utilizado
foi de 100 puL/min

Fonte: Autor.
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Do tempo igual a zero a seta em A corresponde ao periodo de estabilizacdo da
frequéncia de oscilagdao do cristal e do parametro D, por meio da inje¢cdo de solu¢ao tampao
Tris-HCI (pH 8,0) a um fluxo de 100 pL/min. Ao injetar solu¢do de rTgMIC1 sobre o cristal
funcionalizado com a SAM (seta em A) ocorre um rapido decréscimo de Af e aumento em
AD. O decréscimo nos valores de Af sugere que ocorre adsorcao da proteina sobre o cristal,
enquanto o aumento de AD estd associado ao aumento das perdas energéticas do sistema
oscilatorio. Apds preencher totalmente a célula com solucdo de rTgMIC1, momento em que
é desligado o fluxo (seta em B), Af continua decaindo, embora com cinética diferenciada (e
mais lenta) que da etapa anterior. AD segue um comportamento semelhante a -Af. Como
ocorre decréscimo de Af nesta etapa, é possivel afirmar que o processo de adsorcao
continua, embora com cinética mais lenta. Apds iniciar o fluxo de tampdao Tris-HCI (pH 8,0),
ocorre um aumento de Af e decréscimo de AD até alcancar os valores finais de
-Affina = 5,8 Hz € ADying = 7x10”. Devido ao aumento de Af e diminuicdo de AD logo apds o
inicio do processo de lavagem (seta em C), é possivel inferir que moléculas ndo adsorvidas
de proteina, possivelmente interagindo com a superficie do cristal por meio de interacoes
ndo especificas, foram removidas da superficie do sensor devido ao arraste do fluxo de
tampdo. Os ensaios foram realizados em triplicata, tendo como resultados
-Dffinal = 5,8 £ 0,2 Hz e ADsina = (6,9 0,3)x107. A relagdo —AD/Af igual = 1,1x10” Hz evidencia
a formac3o de camada rigida.”

Para bloquear os possiveis sitios ndo ocupados pela rTgMIC1, tais como grupos
carboxilicos e éster-NHS, foi utilizado solucdo de gelatina 0,1% em tampdo Tris-HCI (pH 8,0).

O processo de bloqueio foi acompanhado pela técnica de QCM-D (Figura 25).
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Figura 25 - Injecdo de solu¢dao de gelatina 0,1% em tampao Tris-HCl (pH 8,0) sobre cristal
funcionalizado com rTgMIC1. A seta em A mostra a injecdo de solucao de gelatina, sendo
interrompido em B. Em C é reiniciada a inje¢do de solugdao tampao, finalizando em D

Fonte: Autor.

Ao injetar a solugao de gelatina 0,1% sobre o cristal de quartzo funcionalizado com
rTgMIC1 (Seta em A da Figura 25), é possivel observar rapido decaimento de Af,
evidenciando adsor¢do de gelatina sobre a superficie do cristal. Apds 2h (tempo
determinado ao bloqueio), o fluxo de tampdo é ligado para a remocdo de possiveis
moléculas de gelatina ndao adsorvidas na superficie do sensor. O parametro D acompanha
uma tendéncia similar a —Af durante todo o processo. Os ensaios foram realizados em
triplicata e os valores experimentais encontrados foram -Affn, = 33,3 £ 2,5 Hz e
ADsinai = (6,7 +0,9)x10°°.

Importante notar que, como ocorreu adsor¢cdo de gelatina sobre a superficie do
cristal funcionalizado com rTgMIC1, pode-se concluir que a lectina ndo ocupou todos os
sitios do sensor no seu processo de imobilizacdo. Esses sitios, entretanto, foram bloqueados
pela gelatina.

Apds a etapa do bloqueio, foi injetada solucdo de BSA (0,1 mg/mL) em tampao
Tris-HCI (pH 8,0) para verificar a possivel existéncia de sitios ainda ndo ocupados pela
rTgMIC1 e gelatina. Como teste comparativo, BSA foi imobilizado diretamente sobre o cristal

ativado com EDC/NHS (Figura 26).
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Figura 26 - Adi¢do de solu¢cdao de BSA em tampao Tris-HCI (pH 8,0) sobre cristal funcionalizado com
rTgMIC1 (-) e com éster-NHS (-). A seta em A mostra o inicio da inje¢do da solucdo de BSA,
enquanto em B o inicio da injegdo de solugdo tampao para lavagem do cristal

Fonte: Autor.

Se houvessem sitios disponiveis sobre o sensor funcionalizado com rTgMIC1, tais
como grupos carboxilicos e ésteres-NHS disponiveis a interacdo de BSA, seria esperado
verificar variacdo negativa da frequéncia de oscilacdo do cristal ao injetar solucdo de BSA
sobre o transdutor. Como pode ser observado na Figura 26, ao injetar solucdo desta proteina
sobre a superficie do cristal contendo grupos ésteres-NHS, ocorre decaimento da frequéncia
mesmo apos a lavagem do cristal com tampao, indicada pela seta em B, obtendo valores em
triplicata de -Affina = 9,0 + 2,1 Hz. Esse decaimento esta relacionado com a adsorcdo de BSA
sobre o sensor, e demonstra que BSA se liga nessa superficie funcionalizada. Entretanto, ao
injetar solugao de BSA sobre cristal funcionalizado com rTgMIC1, ndao ocorre alteragao de Af
durante todo o processo. Desta forma, como ndo houve alteracdo da variagdo de frequéncia,
ndo houve adsorcao e, portanto, ndo ha indicios de sitios de interacao no sensor para BSA,

bem como para a presenca de ésteres-NHS e/ou grupos carboxilicos remanescentes.

5.3.2 Imobilizagdo da rTgMIC4

Para verificar a adsor¢cdo da proteina rTgMIC4 sobre o eletrodo de ouro
funcionalizado com SAM e ativado com solucdo de EDC e NHS, a imobilizacdo dessa proteina

foi acompanhada pela técnica de QCM-D (Figura 27).
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Figura 27 - Processo de adsor¢ao da proteina rTgMIC4 sobre eletrodo de ouro funcionalizado com
SAM e ativado com solucdao de EDC e NHS. A seta em A indica o inicio do processo de inje¢do da
solugdo de rTgMIC4, sendo finalizada em B. A seta em C mostra o inicio da injecdo de tampao
Tris-HCI (pH 8,0), finalizando o processo na seta em D. O fluxo utilizado foi de 100 puL/min

Fonte: Autor.

Do tempo igual a zero até o instante indicado pela seta em A na Figura 27
corresponde ao periodo de estabilizacdo da frequéncia de oscilagcdo do cristal de quartzo e
do parametro D, injetando solu¢dao tampdo Tris-HCl (pH 8,0) a um fluxo constante de
100 pL/min. Quando é iniciada a injecdo de solucdo de rTgMIC4 (seta em A), ocorre rapido
decréscimo de Af seguido de rdpido aumento de AD. Apds a interrupc¢ao do fluxo de solugao
de proteina (Seta em B), Af continua decaindo lentamente, e AD acompanha com uma
cinética parecida a -Af. Apdés o periodo de imobilizagdo da proteina de duas horas, o fluxo de
solucdo tampdo ¢é reiniciado objetivando retirar moléculas de proteina adsorvidas
fisicamente sobre o cristal de quartzo, ocorrendo pequena variagao positiva de Af e negativa
de AD, alcancando os valores finais -Affinal = 48,5 Hz e ADyina = 4,4 x10®. Os ensaios foram
realizados em triplicata, tendo como resultados -Affnas = 48,5 + 3,2 Hz e
ADsfina = (5,2 £ 0,9 ) x10°. A variacdo negativa de Afsna € a relacdo —AD/Af de = 1x107Hz?
indica que ocorreu a adsorcdo da proteina rTgMIC4 sobre o sensor, formando camada
rigida.”

Ap0ds a imobilizagao da rTgMIC4, foi realizada a etapa de bloqueio utilizando solugao
de gelatina 0,1% em tampao Tris-HCl (pH 8.0). O processo foi analisado por QCM, sem

apresentar alteracdes nos valores de Af apds a injecdo da solucdo de gelatina e durante todo
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o processo em que ela ficou em contato com o cristal (Figura 28), evidenciando que
moléculas da rTgMIC4 ocuparam todos os sitios disponiveis sobre o cristal de quartzo.

Figura 28 - Injecdo de solugdo de gelatina 0,1% em tampdo Tris-HCl (pH 8,0) sobre cristal
funcionalizado com rTgMIC4. A seta em A mostra a injecao de solucdo de gelatina, enquanto a B a
injecdo de solugdao tampao para a lavagem do cristal
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Fonte: Autor.
Como forma de verificar a inexisténcia de sitios livres remanescentes, solucao de BSA
(0,1 mg/mL) foi injetada sobre o cristal funcionalizado com rTgMIC4 (Figura 29).

Figura 29 - Processo de injecao de solugao de BSA sobre cristal de quartzo funcionalizado com
rTgMIC4. A seta em A indica a injecdo de BSA, enquanto a B mostra o inicio do processo de
lavagem do cristal
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De forma andloga ao processo estudado para a rTgMIC1, ndo ha evidéncias por QCM
de sitios disponiveis para a imobilizagdo de BSA sobre o cristal, ou seja, a rTgMIC4 ocupou

todos os sitios durante o processo de funcionalizagao.

5.4 Estudo da Interagao das rTgMICs com fetuina e asialofetuina

Apds a funcionalizacdo dos cristais de quartzo com uma das rTgMICs, eles foram
montados na célula da QCM. Para a estabilizacdo da frequéncia, foi utilizado fluxo continuo
(100 pL/min) de solugdo tampdo Tris-HCl (pH 8,0). O estudo da interagdo rTgMIC-
glicoproteina em tempo real foi realizado utilizando técnica de QCM por meio da adi¢ao de
concentragOes crescentes de glicoproteinas sobre transdutores diferentes previamente
funcionalizados com uma das proteinas em estudo. Exemplo de resposta da frequéncia em
fungdo do tempo para a adigao das glicoproteinas em diferentes sensores é mostrada na
Figura 30. Inicialmente, quando a solugdo de glicoproteina é injetada sobre o biossensor,
ocorre um rapido decaimento da frequéncia, indicando que a glicoproteina esta ligando
sobre a rTgMIC imobilizada. Ao injetar solugao tampao, a variagao de frequéncia aumenta, e
a diferenca entre a estabilizacdo e o valor final de frequéncia corresponde a Af associado,

basicamente, a interacdo entre as proteinas (massa adsorvida).
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Figura 30 — (a) Interagdo das glicoproteinas asialofetuina (5,2 x10° M) e fetuina (7,4x10” M) sobre
o cristal funcionalizado com rTgMIC1. (b) Interagdo das glicoproteinas asialofetuina (4,1x10™ M) e
fetuina (1,5x10™ M) sobre o cristal funcionalizado com rTgMIC4

a)

b)

Fonte: Autor.

Por meio da adicdo de concentracdes crescentes de glicoproteina sobre diferentes
sensores modificados com uma das rTgMICs, é possivel construir a curva de saturagdo, e por
meio dela, aplicar o modelo da Isoterma de Langmuir.*?

Como exemplo, na Figura 31a é mostrado a curva de saturagao obtida para o sistema

rTgMIC1-Asialofetuina, sendo que Af esta representado pelo valor médio.



75

Figura 31 — (a) Exemplo de curva de saturagao. Isoterma de Langmuir obtida para o sistema
rTgMIC1-Asialofetuina. Curvas de saturagao obtidas para as interagées (b) rTgMIC1-Fetuina,
(c) rTgMIC4-Asialofetuina e (d) rTgMIC4-Fetuina
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Fonte: Autor.

5.5 Avaliacao da especificidade

Com o intuito de verificar a especificidade de interacao das rTgMICs com a fetuina e
asialofetuina, foi realizado teste negativo utilizando BSA. Primeiramente, BSA foi imobilizada
no transdutor ao invés da rTgMIC1 ou rTgMIC4. Solu¢des de fetuina e asialofetuina foram
injetadas sobre esses sensores funcionalizados com BSA nas concentra¢cbes de saturacao
previamente estabelecida, de 0,15 mM de fetuina e 0,41 mM de asialofetuina. Os ensaios
foram realizados em triplicata, sendo que, praticamente, ndo hd ocorréncia de interacao
entre as glicoproteinas e BSA, visto que os valores de variacao de frequéncia encontrados
sao de Affing = 1,2 £ 0,6 Hz e Affing = 2,0 £ 1,0 Hz para asialofetuina e fetuina,
respectivamente. A fraca interacdo entre BSA com as glicoproteinas estudadas ocorre devido
3 auséncia de um CRD em sua estrutura.”?> Como exemplo, uma das medidas realizadas para

as duas glicoproteinas sdo mostradas na Figura 32.
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Figura 32 - Adicdo de solucdao de glicoproteina nas concentra¢ées de saturacdo sobre cristal de
quartzo funcionalizado com BSA. A seta em A indica a inje¢io de solucdo de glicoproteina,
enquanto em B o inicio da injecio de solugio tampdo. Perceba que Af,. para as duas
glicoproteinas sao praticamente nulos

Fonte: Autor.

5.6 Determinag¢ao dos parametros cinéticos e termodinamicos da interagao entre as
rTgMICs com as glicoproteinas fetuina e asialofetuina por meio do modelo da

Isoterma de Langmuir

Um modelo simples que descreve o processo de adsorcao de proteinas considera que
(/) a espécie adsorvedora é rigida, (ii) capaz de ligar-se reversivelmente, ou seja, processo
dindmico em que a dessorc¢do e adsorcao ocorrem, (iii) os sitios de adsor¢do apresentam o
mesmo valor energético, independentemente do numero de sitios ocupados, e, por
consequéncia, (iv) uma espécie adsorvida ndo interage com a outra, isto é, ndo ha interacdo
entre moléculas adsorvidas em sitios vizinhos. Por meio desse modelo, conhecido como
isoterma de Langmuir, atualmente aplicado no estudo de interagao lectina-glicoproteina,
612137273 & nossivel estimar a constante de afinidade (K,) diretamente pela quantidade de
moléculas de proteina adsorvida numa dada concentragdao ou pela taxa de adsor¢dao em
funcdo da concentraggo.'****

E possivel desenvolver um biossensor que satisfaca os critérios (i)-(iv) acima descritos

por meio da funcionalizacdo do transdutor piezelétrico com monocamada automontada
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mista,*? qgue consiste, por exemplo, na mistura de 11-MUA e C60H em proporcdes
diferentes. A molécula de 11-MUA foi utilizada para que ocorra a imobilizacao da rTgMIC por

12,33

meio de ligagdo quimica. Desta forma, C60H é utilizado como espagador entre as

moléculas de 11-MUA, garantindo menor impedimento estérico entre as moléculas de

lectina imobilizada.*>3

O espagamento entre as moléculas de determinada rTgMIC favorece
minimizacdao do impedimento estérico entre moléculas de glicoproteinas adsorvidas sobre a
rTgMIC, tornando possivel a existéncia de energias de adsorc¢do similares para os diferentes
sitios nado ocupados.12 Importante mencionar que, embora os critérios acima possam ser
relevantes na validade do modelo, trabalhos publicados na literatura que ndo utilizam a
mistura de tidis apresentam resultados experimentais em boa concordancia com o modelo

6,13

previamente descrito. Detalhes do modelo e as deduc¢bes das equacbes, bem como o

procedimento para a determina¢ao dos parametros cinéticos e de afinidade foram baseados

12,72
nos trabalhos de Pesquero™

e sao mostrados a seguir.

A avaliacdo das intera¢des de reconhecimento bioldgico por meio da técnica de
microbalanca a cristal de quartzo envolve, necessariamente, a imobilizacdo de uma das
moléculas bioldgicas. A imobilizacdo da lectina, neste caso uma das rTgMICs, na superficie
de um transdutor simplifica a analise cinética, pois desta forma o efeito do transporte de
massa pode ser desprezado e um modelo simples de interagdo monomolecular pode ser
aplicado.”” A reacdo de interacdo entre receptor imobilizado na superficie do transdutor
(lectina) e seu ligante (glicoproteina), sendo um sistema bindrio de interacdo pode ser

descrita pela Equacao 8’47

[R] +[] < [R-L] @)

k

Onde [R]; corresponde a concentracao do receptor imobilizado na superficie do
transdutor (lectina) e [L]; a concentracdo de ligante em solucdo (glicoproteina). Os
parametros k; e k; sdo, respectivamente, as constantes de velocidade de formacdo e
dissociacdo do complexo receptor-ligante, [R —L]. As velocidades de formacdo e

dissociacdao do complexo receptor-ligante r; e r. sdo definidas pelas Equacdes 9 e 10.

. _dR-L]

:kIHI[L] (9)
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;o dlR-L]_ ») (10)
dt

Onde &, e 6, correspondem a porcentagem de sitios ligantes livres (lectina
imobilizada sem a presenca de interagdo especifica com a glicoproteina) e de glicoproteina
adsorvida sobre o receptor na superficie do sensor em um tempo t, respectivamente. [L] é a
concentracdo de glicoproteina em solucao.

No equilibrio, as velocidades de formacao e dissociacdo do complexo receptor-ligante

sdo iguais, r, = 1r_ = 1,, sendo 1, descrito pela Equagao 11.
Te = klel,e[l‘]e = k—192,e (11)

Onde o subscrito e corresponde as quantidades no equilibrio. As constantes de

associagdo, K, e dissociacdo, Kp, sdo descritas pelas Equagdes 12 e 13.”%7°
kl 92
K,=—= (12)
4T ko, 64]L]
P 01[L] (13)
Pk 0,

Definindo-se uma varidvel de relaxagdo do sistema em equilibrio como ¢, e sendo

esta descrita pela Equacao 14.
B :923 - 92 (14)

Um desvio do equilibrio corresponde a derivada da velocidade da reacdo, sendo

descrito pela Equacgao 15.

‘% =k,(6,, +o)[L], +5)-k,(6,, -0) (15)
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O termo &, que surge da Equagdo 15, pode ser desprezado uma vez que O
corresponde, frequentemente, a um termo muito pequeno. Sendo assim, a Equagdo 15 pode

ser simplificada como demonstrado na Equacdo 16.”

do (1
——=|—0
dt (z‘j (16)

Onde o termo (1/7) corresponde a constante descrita na Equacdo 17.

l:?‘ L+L+L (17)
2 ‘ 8 [L]e 92,(3

le

Esta constante corresponde a constante de relaxacdo da velocidade da reacdo, e o
termo 7 é conhecido como o tempo de relaxa¢do da reacdo. Combinando as solugdes das
Equacdes 14 e 16 é possivel obter a percentagem maxima de sitios ativos ligados a molécula

de ligante, 6, que é descrita pela Equacdo 18.>"°

6,0, (1-¢") (18)

Um aumento em &, corresponde a um aumento de massa na superficie do sensor,
sendo assim o valor de &, é proporcional a um aumento de massa Am. Portanto, a variacdo

de massa pode ser descrita pela Equaggo 19."*7°

Am, = Am,, (1-¢ 0')") (19)

Onde Am; e Ampgs correspondem a variacdo de massa em um tempo t e no tempo
t— o (no equilibrio), respectivamente. Variacdo negativa da frequéncia de oscilacdo do
cristal de quartzo pode ser relacionada a um aumento de massa na superficie do sensor,
resultante da ligacdo entre o receptor e o ligante. Portanto, a variacdo de massa sobre o
sensor pode ser relacionada a variacao de oscilacao do cristal de quartzo devido a adsorgao,

Equacao 20.137°
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A, = A (1= 07)7) (20)

A relagdo expressa pela Equacao 20 é utilizada para a determinagao, em dois passos,
dos parametros cinéticos que descrevem o processo de interagdo lectina-glicoproteina.
Primeiramente, é necessario obter os valores da variacdo da frequéncia normalizados (Af)
em funcdo do tempo para diferentes concentragcées de ligante em contado com diferentes
cristais de quartzo funcionalizados com a lectina em estudo. Entdo, a partir do ajuste
realizado nos graficos Af(t) utilizando a Equacdo 20 na regido da curva situada entre a
injecdo da solucdo de glicoproteina até o momento da lavagem do cristal,'* sdo obtidos os
tempos de relaxacdo (7), correspondentes a cada concentracdo de ligante adicionada. Cada
concentracdo de ligante é adicionada a um cristal de quartzo funcionalizado com a molécula
receptora.

Para a determinacdo das constantes cinéticas de associacdo (k;) e de dissociac¢do (k.;),
portanto, foram realizadas adi¢cdes de solucdo de diferentes concentragGes de glicoproteina
sobre distintos sensores funcionalizados com cada rTgMIC. Cada ensaio foi realizado em
triplicata e, para cada adicdo, foi obtido os valores de Af (Hz) em fun¢do do tempo. Desta
forma, na Figura 33 é mostrada a variacdo de Af em fung¢ao do tempo obtida no processo de
adsor¢do de solugdo de diferentes concentrages de fetuina sobre sensor funcionalizado
com rTgMIC1, enquanto na Figura 34 o processo de interacdo rTgMIC1-Asialofetuina. Na
Figura 35 é mostrada a variagao de Af em fung¢dao do tempo obtida no processo de adsorgao
de solucdo de diferentes concentracdes de fetuina sobre sensor funcionalizado com

rTgMIC4, enquanto na Figura 36 o processo rTgMIC4-Asialofetuina.
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Figura 33 - AdigOes de solucdo de fetuina em diferentes concentragdes sobre o cristal de quartzo
funcionalizado com rTgMIC1

Fonte: Autor.

Figura 34 - Adigées de solugao de asialofetuina em diferentes concentra¢6es sobre o cristal de
quartzo funcionalizado com rTgMIC1

Fonte: Autor.
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Figura 35 - AdigOes de solucdo de fetuina em diferentes concentragdes sobre o cristal de quartzo
funcionalizado com rTgMIC4

Fonte: Autor.

Figura 36 - Adigées de solugao de asialofetuina em diferentes concentra¢6es sobre o cristal de
quartzo funcionalizado com rTgMIC4

Fonte: Autor.
Conforme discutido anteriormente, para a obtencdo dos valores da constante de
relaxacdo (') em funcdo da concentragio de glicoproteina utilizada, a regido situada entre a

adicdo de solucdo de glicoproteina e a injecao de tampao para remoc¢ao de moléculas nao
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adsorvidas especificamente no sensor foi ajustada com a Equacdo 20. Exemplo de ajuste
pode ser visualizado na Figura 37. Na Tabela 3, sao mostrados os valores da constante de
relaxacdo em funcdo da concentracdo de glicoproteina obtidos para o processo de interacao
com a rTgMIC1, enquanto na Tabela 4 s3o mostrados os resultados utilizando a rTgMIC4.

Figura 37 - Exemplo de ajuste da curva Af x t utilizando a Equagdo 20 (curva em vermelho) sobre os
dados experimentais da interagio rTgMIC1-Asialofetuina na concentragio de 52,1 uM (R* = 98%)

Fonte: Autor.

Tabela 3 - Resultados da constante de relaxagdo (t!) para as intera¢des rTgMIC1-Asialofetuina e
rTgMIC1-Fetuina obtidos por meio do ajuste das curvas Af(t) utilizando a Equagdo 20, para
diferentes concentragdes de glicoproteina

Glicoproteina [Glicoproteina] / M vt (x10%) /s
2,1x107 82
2,1x10° 9+1

Asialofetuina 1,0 x10” 13+2
2,1x107° 17 +3
5,2 x107 23+3
1,5x10° 5+1
7,4 x10°® 9+1

Fetuina 1,5 x10° 10+1
3,6 x10” 13+1
7,4 x107 2142

Fonte: Autor.
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Tabela 4 - Resultados da constante de relaxagdo (t) para as interagdes rTgMIC4-Asialofetuina e
rTgMIC4-Fetuina obtidos por meio do ajuste das curvas Af(t) utilizando a Equagdo 20, para
diferentes concentragdes de glicoproteina

Glicoproteina [Glicoproteina] /M vt (x103) /s
2,1x107 4+2
1,0x10™ 8+2

Asialofetuina 2,1x10" 11+1
3,1x10™ 18+2
4,1x10* 20+1
1,5x10° 7+1
3,7 x10” 9+2

Fetuina 7,4x 107 12+1
1,1x10" 17+1
1,5 x10™ 20+ 1

Fonte: Autor.

Em um segundo passo, a constante de relaxacdo (t™) é esbocada em funcdo da
concentragdo de ligante adicionado a cada um dos cristais contendo a lectina imobilizada.
Por meio dessa curva é possivel determinar a constante de associacdo cinética da interacao,
pois o tempo de relaxagdo esta relacionado com a concentragdo inicial do ligante pela
13,75

Equagdo 21.
! =k [Cl+ k| (21)

Nas Figuras 38 e 39 s3o mostradas as curvas de T™ x [glicoproteina] para as intera¢des

rTgMIC1-glicoproteina e rTgMIC4-glicoproteina, respectivamente.
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Figura 38 - Constante de relaxac¢do (t') em fungdo da concentragio obtido para o processo de
interagdo entre rTgMIC1 com (a) asialofetuina e (b) fetuina. As regressoes lineares estdo mostradas
em vermelho. R* = 93% e 91%, respectivamente

a)

b)

Fonte: Autor.
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Figura 39 - Constante de relaxag¢do (t") em fungdo da concentragio obtido para o processo de
interagdo entre rTgMIC4 com (a) asialofetuina e (b) fetuina. As regressoes lineares estdao mostradas
em vermelho. R? = 98% e 99%, respectivamente

a)

b)

Fonte: Autor.
A constante de associacdo cinética da interacdo receptor-ligante é dada pela

Equacao 22 121375

K, =— (22)
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Por meio de K,, é possivel estimar a energia livre do processo (Equacdo 23).

AGafinidade = —RTInK, (23)

Os resultados sao resumidos na Tabela 5.

Tabela 5 - Parametros cinéticos e termodinamicos das intera¢des entre rTgMIC1 e rTgMIC4 com as
diferentes glicoproteinas

Interagdo k;/Lmol*s™ ki/s? K, /L mol™ -DGgin / k) mol™
Asialofetuina 42+4 (3,0+£1,0)x10° (1,4 +0,6) x10" 23+1
rfgMIC4 s .
Fetuina 100+ 9 (52+0,9)x10°  (1,9+0,5) x10 24+1
Asialofetuina 313 +43 (8,6 £0,6)x10° (3,6 £ 0,7) x10* 26+1
rrgMIC1 3 .
Fetuina 195 + 25 (6,4 £0,6) x10 (3,1+0,7)x10 26+1

Fonte: Autor.

Por meio dos dados mostrados na Tabela 5, torna-se evidente que a constante de
associacao cinética (K,) calculada para as interagcGes entre a rTgMIC1 e rTgMIC4 com as
diferentes glicoproteinas sdo praticamente semelhantes, quando comparadas com a mesma
proteina recombinante sendo estudada. As constantes de velocidade de associacdo (k;) sdo
maiores para as intera¢des da rTgMIC1 quando comparadas com as interacdes da rTgMIC4,
sugerindo que as os sitios de interacdo da rTgMIC1 podem estar mais disponiveis para
ocorrer a ligacdo. Em contrapartida, as constantes de dissocia¢do (k_;) também sdo maiores.
Todos os valores de K, podem ser considerados semelhantes, visto que estao praticamente
na mesma ordem de grandeza.

A semelhanca nos valores de K, refletem na similaridade das energias livres de
afinidade (AGgfn). Como esperado, a interagdo das glicoproteinas com as rTgMICs sdo

processos espontaneos, uma vez que AGgin S30 negativos.
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5.7 Constante de Afinidade Aparente

Levando em consideragao os critérios (i)-(iv) do modelo considerado anteriormente,
é possivel obter a constante de afinidade aparente, K’, utilizando diretamente a Isoterma de

Langmuir (Equacdo 24).

K'[glicoproteinal

Af = Afmix 1+ K’ (24)

[glicoproteina]

sendo Af a variagdo de frequéncia, Afmsx @ variagdo de frequéncia na saturagdo e
[glicoproteina] a concentragdo da glicoproteina, em mol/L utilizada. A constante K’ é
conhecida como constante de associa(_;éo13 ou de constante de afinidade aparente.72

Essa constante pode ser obtida por meio da linearizacdo da Isoterma de Langmuir, ou
seja, relacionado em um grafico as grandezas de [glicoproteinal/Af em funcdo da
concentracdo de glicoproteina (Equacdo 25), sendo que K’ podem ser obtido diretamente

pelos coeficientes angular e linear da curva.”?

c_ ¢ 1 1
Af Afmax Afmax . K,

(25)

Os valores da razao entre a concentracao de glicoproteina adicionada aos cristais de
quartzo funcionalizados com a rTgMIC1 e a variacdo de Af causada pela adsorcdo de
glicoproteina no sistema é mostrada na Tabela 6, enquanto na Tabela 7 sdo mostrados os

resultados para a rTgMICA4.
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Tabela 6 - Resultados obtidos por meio dos experimentos realizados na QCM e utilizados na
determinagdo da constante de afinidade aparente das interagées rTgMIC1l-Asialofetuina e
rTgMIC1-Fetuina

Glicoproteina [Glicoproteina] / M - [Glicoproteinal/Afmedia
2,1x10° (1,1 +0,3) x10”
1,0 x10° (3,4+0,1) x10”
Asialofetuina s ;
2,1x10° (5,8 + 0,8) x10°
5,2 x10” (13,4 £ 0,2) x10~
1,5 x10° (3,2+0,2) x10”
7,4 x10° (5,0 +0,5) x10”
Fetuina 1,5 x10” (8,6 +1,0) x10”
3,6 x10” (1,6 £0,1) x10°®
7,4 x10° (2,9 +0,2) x10°®

Fonte: Autor.

Tabela 7 - Resultados obtidos por meio dos experimentos realizados na QCM e utilizados na
determinagdo da constante de afinidade aparente das interagées rTgMIC4-Asialofetuina e
rTgMIC4-Fetuina

Glicoproteina [Glicoproteina] / M - [Glicoproteinal/Afmedia
2,1x107 (2,9+0,3)x10°
1,0x 10* (1,0+0,1)x 10
Asialofetuina 2,1x10™ (1,5+0,1) x 10~
3,1x 10" (2,1+0,2)x 107
4,1x10™ (3,240,3)x 10
1,5x 107 (1,5+0,4) x 10°
3,7 x10° (2,4+0,6)x 10°
Fetuina 7,4x10° (4,4+0,2)x 10°
1,1x10™ (59+1,1)x 10°
1,5 x10™ (7,3+0,5)x 10°

Fonte: Autor.
A partir dos resultados mostrado nas Tabelas 6 e 7, foram construidas as isotermas
de Langmuir para as interagées rTgMIC1-Asialofetuina e rTgMIC1-Fetuina (Figuras 40 e 41) e

para as interacdes rTgMIC4-Asialofetuina e rTgMIC4-Fetuina (Figuras 42 e 43).
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Figura 40 - Isoterma de Langmuir linearizada para a interagdo rTgMIC1-Asialofetuina, obtida para o
calculo da constante de afinidade aparente, K’, utilizando a Equagdo 25. Coeficiente de correlagdo
para a regressio linear: R> = 99%

Fonte: Autor.

Figura 41 - Isoterma de Langmuir linearizada para a interagdo rTgMIC1-Fetuina, obtida para o
calculo da constante de afinidade aparente, K’, utilizando a Equagdo 25. Coeficiente de correlagdo
para a regressio linear: R> = 99%

Fonte: Autor.
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Figura 42 - Isoterma de Langmuir linearizada para a interagdo rTgMIC4-Asialofetuina, obtida para o
calculo da constante de afinidade aparente, K’, utilizando a Equagdo 25. Coeficiente de correlagdo
para a regressio linear: R = 98%

Fonte: Autor.

Figura 43 - Isoterma de Langmuir linearizada para a interacao rTgMIC4-Fetuina, obtida para o
calculo da constante de afinidade aparente, K’, utilizando a Equagdo 25. Coeficiente de correlagao
para a regressido linear: R = 99%

Fonte: Autor.

Pela razao entre o coeficiente angular e linear das isotermas de Langmuir foram
encontrados os valores da constante de afinidade aparente para a interagdo entre as
proteinas com as glicoproteinas estudadas. Os valores de afinidade aparente obtidos para a
interacdo rTgMIC1-Asialofetuina e rTgMIC1-Fetuina foram K’= (25 + 4) x 10* L mol™ e

(14 + 1) x 10" L mol™, respectivamente. A mesma constante determinada para as interacdes
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rTgMIC4-Asialofetuina e rTgMIC4-Fetuina foram K’= (4 + 1) x 10* L mol® e
(4 +2)x 10* L mol™, respectivamente.

Comparando os valores das constantes de afinidade aparente com as constantes de
associagao cinética das interagbes das rTgMICs com as glicoproteinas mostradas na Tabela 5,
nota-se diferenca entre elas. Essa diferenca pode ser atribuida ao modo como essas
constantes sao estimadas.

Quando uma solucdo de glicoproteina é adicionada sobre o cristal funcionalizado
com a rTgMIC, além da interacdo especifica que ela possui com a lectina em questao,
variacdo de Af também esta associada a mudanca de viscosidade do meio (Equacdo 3, secdo
2.3), bem como a possiveis interagdes ndao especificas. Porém, quando o fluxo de tampao é
religado e a solucdo de glicoproteina é retirada da célula, tanto a viscosidade volta aos seus
valores iniciais como as moléculas de glicoproteina fracamente adsorvidas sdao removidas, e
Affinar neste caso, esta relacionado apenas a massa de glicoproteina ligada especificamente
sobre o sensor.

Na determinacdo da constante de afinidade aparente, os valores utilizados para o
calculo sdo aqueles obtidos apds a etapa de lavagem do cristal, ou seja, sdo utilizados os
valores de Af relacionados apenas a interacdo especifica da glicoproteina com a rTgMIC.
Entretanto, na determinacdao das constantes de associacdo cinética, os valores das
constantes de relaxacdo sdo obtidos pelo ajuste da Equagcdo 20 com os valores
experimentais compreendidos entre o inicio da injecdo e momento antes de se religar o
fluxo, ou seja, neste caso, tanto o parametro viscosidade como interacdes ndo especificas
nao sao eliminados.

Importante notar, entretanto, que os valores da constante de associag¢do cinética e
da constante de afinidade aparente se diferenciam de, no maximo, por um fator de sete.
Pesquisas que utilizam esse modelo para a determinacdo desses parametros encontram

fatores de dois'® e cinco,"® por exemplo.
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5.8 Verificagdo do modelo de interagao receptor-ligante por meio da técnica de

QCM-D

Conforme comentado no texto, o modelo adotado para o estudo da cinética de
interacdo lectina-glicoproteina foi fundamentado nos principios da isoterma de Langmuir.
Esse modelo assume, basicamente, que (i) ocorre a formacdo de uma monocamada de
adsorbato sobre a superficie adsorvedora, que contém um numero fixo de sitios de
adsorcao, (ii) que os sitios de adsor¢do possuem a mesma energia, independente do grau de
cobertura 8 da superficie e (iii) cada sitio pode conter apenas uma molécula adsorvida.

Os critérios (ii) e (iii) do modelo podem ser satisfeitos pela estratégia de imobilizacdo
da espécie receptora. Neste trabalho, as proteinas rTgMIC1 e rTgMIC4 foram imobilizadas
sobre superficie de ouro funcionalizada com SAM mista, contendo 11-MUA e C60H.
Enquanto o 11-MUA foi utilizado como molécula receptora da proteina, C60H foi utilizado
como espécie espacadora da SAM, ou seja, molécula que oferece espaco na configuracdo da
monocamada. Neste caso, apds a imobilizacdo da rTgMIC, é razoavel afirmar que a
existéncia do espacador garante que os sitios de interacdo presentes na rTgMIC estdo
distantes o suficiente para que a adsorcdo de glicoproteina seja desimpedida, satisfazendo
os itens (ii) e (jii). Essa estratégia é discutida na literatura™ e ja utilizada em nosso grupo de
pesquisa.12

O item (i), entretanto, ndo é um critério alcancdvel pela estratégia de imobilizacdo da
proteina receptora. Isso ocorre porque, devido a estudos de interacdao proteina-proteina,
especialmente aquele realizado por Ho6k,”® é possivel que ocorra a adsorcdo de duas
camadas de proteina sobre a superficie sélida, ao invés de uma como o modelo é adotado.
Claramente, caso seja formado duas camadas, o modelo passa a ser inadequado na
interpretacdao dos valores de Af na construcdo das curvas da Isoterma de Langmuir,
essenciais na estimativa dos parametros de afinidade.

Uma provavel forma de verificar a formacdao de apenas uma monocamada de
proteina sobre a superficie sélida é por meio da técnica de QCM-D, montando a curva D-f do
processo. Neste tipo de grafico, é possivel analisar a taxa de dissipacdao energética por
unidade de frequéncia (massa adsorvida). Embora n3o seja regra geral, evidencias indicam

76,77

que, caso a curva D-f se comporte linearmente, é indicio de um Unico processo de
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adsorcdo, o que sugere a formacdo de uma monocamada de proteina. Entretanto, a
observagdo de inflexdao dessa curva, geralmente em um valor de Af em = 60% do final,”®
Afrinal, pode ser indicativo de formacdo de uma bicamada proteica ou também de alteracao
conformacional da proteina, tornando-a mais viscoeldstica. Uma deflexdo na curva
(diminuicdo nos valores de -AD/Af durante o processo de ligagdo receptor-ligante) pode
estar relacionada a uma compactacdo da camada de proteina tornando-a mais rigida,
dissipando menos energia (fator D). Desta forma, analisar as curvas D-f do processo de
ligacdo receptor-ligante é uma forma qualitativa de verificar a aproximacgao do sistema em
estudo da tedrica estabelecida pelo modelo.

Nas Figuras 44, 45, 46 e 47 sao mostrados os graficos de D-f do processo de ligagdo
da fetuina e asialofetuina sobre a rTgMIC1 e rTgMIC4. Foram coletados os valores de Af,-3 e
AD,-3 para os processos de adsor¢ao ocorridos em baixa concentragao e na concentracao de
saturacdo da glicoproteina estudada. A seta em A nestes graficos representa a inicio da
injecdao de solucdo de glicoproteina, enquanto a seta em B o inicio da injecdao de solugao

tampao Tris-HCl (pH 8,0) que corresponde ao inicio do processo de lavagem.



95

Figura 44 - Curvas Dxf do processo de interagao rTgMICl-Asialofetuina nas concentragdo de
(a) 2,1x107 mol L™ e (b) 5,2x10° mol L™ de glicoproteina. Seta em A indica o inicio da inje¢io da
glicoproteina, enquanto a B o inicio do processo de lavagem
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Fonte: Autor.
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Figura 45 - Curvas Dxf do processo de interagdo rTgMIC1-Fetuina nas concentragées de

(a) 1,5x10° mol L™ e (b) 7,4x10®° mol L™ de glicoproteina. Seta em A indica o inicio da inje¢3o da
glicoproteina, enquanto a B o inicio do processo de lavagem
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Figura 46 - Curvas Dxf do processo de interagao rTgMIC4-Asialofetuina nas concentragdes de
(a) 1,0x10™* mol L™ e (b) 4,1x10™ mol L™ de glicoproteina. Seta em A indica o inicio da inje¢io da
glicoproteina, enquanto a B o inicio do processo de lavagem
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Fonte: Autor.
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Figura 47 - Curvas Dxf do processo de interagdo rTgMIC4-Fetuina nas concentragGes de
(a) 1,5x10° mol L™ e (b) 1,5x10™ mol L™ de glicoproteina. Seta em A indica o inicio da inje¢3o da
glicoproteina, enquanto a B o inicio do processo de lavagem
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Fonte: Autor.

Como pode ser visualizado nos graficos mostrados nas Figuras 44-47, apds o inicio da

injecdo de solugdo de glicoproteina (seta em A), a curva D-f assume comportamento linear,

seguido de uma deflexdo proximo da seta em B, que mostra o inicio da injecdo de solucdo

tampdo. Sugere-se como possivel interpretagdo para esse comportamento linear das curvas
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a formacdo de uma monocamada de glicoproteina sobre a superficie do sensor
funcionalizada com a rTgMIC1 ou rTgMIC4. A deflexao dessas curvas, apds o comportamento
linear, indica que a monocamada de proteina estd se tornando mais rigida, associada a uma
menor dissipacdo energética por unidade de frequéncia. Essa alteracdao da propriedade
viscoelastica da camada pode estar relacionada a altera¢des estruturais da glicoproteina
adsorvida, tornando-a mais compacta. Uma excec¢do, entretanto, ao comportamento linear
seguido de deflexdo pode ser visto no grafico da Figura 44b, sendo observadas duas
deflexdes: a primeira, em -10 Hz, e a segunda, em -35 Hz. Embora exista uma inflexdo em
-15 Hz, o comportamento linear da reta desse ponto até em B é praticamente semelhante ao
comportamento do inicio do processo, isto é, da seta em A até -10 Hz. A semelhanc¢a na taxa
de dissipacdo energética dessas etapas € indicativo de que ocorreu uma etapa
organizacional, tornando a camada mais rigida, a mais do que quando comparado aos
demais processos de adsorcdo.

Apds o inicio da lavagem do cristal, representado pela seta em B, Af aumenta e AD
diminui, evidenciando que certa quantidade de moléculas de glicoproteina estava adsorvida
fisicamente sobre a superficie do sensor, sendo lavada pelo fluxo de tampdo. Outra
interpretacdo para este comportamento é a alteracdo da viscosidade do sistema: ao injetar
solucdo de glicoproteina sobre o cristal de quartzo estabilizado com solug¢ao tampao, devido
a diferenca de viscosidade entre as solugGes, ocorre variacdo de Af, que também esta
relacionada com a ligacdo de glicoproteina sobre a superficie funcionalizada com rTgMIC1 ou
rTgMIC4. Ao lavar a superficie com solugdo tampdo, ou seja, quando a solucdo de
glicoproteina é retirada da célula, a viscosidade retorna aos seus valores iniciais, e a
contribuicdo para o valor de Af esta relacionado apenas a massa de glicoproteina ligada na
superficie do sensor. Como Af e AD apds o processo de lavagem sao diferentes de zero, é
possivel afirmar que houve ligacdo de glicoproteina na superficie do sensor.

Desta forma, é razodvel afirmar que ocorre a formacdo de uma camada de
glicoproteina sobre o sensor, e que o critério da isoterma de Langmuir pode ser satisfeita.

Outro ponto também importante e que, de certa forma, estd implicito no modelo ao
utilizar os dados de QCM se refere a proporcionalidade de Af com Am; em outras palavras,
se a camada de glicoproteina pode ser considerada rigida o suficiente para adotar a relacdo

de Sauerbrey e utilizar os resultados de Af no modelo da isoterma de Langmuir.
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Hook e Kasemo’® afirmam que, de modo geral, em estudos de interacdo proteina-
proteina, como no caso de antigeno-anticorpo, é possivel aproximar que as moléculas sdo
pequenas e rigidas o suficiente para que a relacdo de Sauerbrey possa ver valida. Entretanto,
estender essa aproximagao para todas as proteinas é um equivoco, e torna clara a
necessidade de uma analise do fator D e da séria harmdnica da frequéncia de oscilacdo do
cristal, para verificar se a camada de glicoproteina pode ser considerada rigida o suficiente
para este propdsito.

Uma forma conveniente de verificar isso é por meio de ADyin,. Quanto maior esse
valor,”” menos aplicavel é a equacdo de Sauerbrey. Neste contexto, Campifia et al.”° ao
estudarem a adsor¢do de polimero (poli(4-estirenosulfonato de sédio), = 70 Kda), por
exemplo, encontrou AD,s = 5x107 (AD, < 1x10'6) e concluiu que, devido ao baixo valor de
dissipacao energética, a camada pode ser considera rigida o suficiente para utilizar a relagao
de Sauerbrey. A variacdo da frequéncia do quinto harmdnico normalizada para esse
processo, Af,-s, foi de = -5 Hz, que resulta numa relacdo -AD/Af = 1x10” Hz™". Nesse mesmo
trabalho, foram encontrados valores de dissipacdo energética maiores para a adsorcdo de
camadas viscoelasticas de citosona, AD,-s = 4 x10°® (Afp=5 = -18 Hz, -AD/Af = 2 x107) e de B-
lactoglobulina bovina, AD,-s= 17x10°® (Afp=5=-112 Hz, -AD/Af = 2 x10'7). Além do mais, seus
resultados demonstraram que os harménicos normalizados da frequéncia de oscilagcdo do
cristal de quartzo (Af,, n =3, 5 e 7) para a adsor¢ao de citosina e de B-lactoglobulina bovina
nao se sobrepuseram (diferenca entre os harmonicos de = 8 Hz para a citosina e de 40Hz
para a B-lactoglobulina bovina), evidenciando que essas camadas apresentam propriedades
viscoeldsticas, o que ndo aconteceu para a adsorgao de poli(4-estirenosulfonato de sddio).

Neste trabalho, em média, AD,-3 maximo encontrado para as concentra¢des de
glicoproteina estudada é de = 2x10°®, obtendo relacdo -AD/Af na ordem de 10® Hz?, com
excecdo da resposta da interacdo entre rTgMIC4-Fetuina nas concentragdes 1,1x10* M e
1,5x10% M, que foram de 1x10'Hz™. Essas relacdes se enquadram dentro da faixa que
Campifia et al. encontraram para as camadas rigidas.

Outra evidéncia da “rigidez” das camadas de glicoproteina pode ser encontrada na
analise dos demais harmoénicos durante os processos de interacdo receptor-ligante. Neste
caso, a sobreposicdo dos harmonicos é um indicativo da “rigidez” das monocamadas. Como

exemplo para verificar esta hipdtese, foram adquiridos o terceiro, quinto e sétimo
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harmonicos normalizados de oscilacdo do cristal de quartzo para os processos de adsorcao
rTgMIC-glicoproteina utilizando a concentragao de saturagao (Figuras 48 e 49).

Figura 48 - Curvas de Af, x tempo para a interagdo da rTgMIC1 com (a) asialofetuina na
concentragdo de 5,2x10° mol L™ e (b) fetuina 7,4 x10® mol L™. A seta em A mostra o inicio da
injecdo de solucao de glicoproteina, enquanto em B a inje¢do de solu¢dao tampao Tris-HCI (pH 8,0)
para o processo de lavagem

a)

b)

Fonte: Autor.
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Figura 49 - Curvas de Af, x tempo para a interagdo da rTgMIC4 com (a) asialofetuina na
concentragio de 4,1x10™ mol L™ e (b) fetuina 1,5 x10™ mol L™. A seta em A mostra o inicio da
injecdo de solucao de glicoproteina, enquanto em B a inje¢do de solugdao tampao Tris-HCI (pH 8,0)
para o processo de lavagem

a)

b)

Fonte: Autor.

A série de harmonicos mostrados nas Figuras 48 e 49 se sobrepdem, exceto para a
interacdo rTgMIC4-Fetuina. Entretanto, como a diferenca entre os harmoénicos é pequena,
de aproximadamente 1,4 Hz, quando comparada com os resultados de Campifia et al.
(= 8 Hz), pode-se afirmar que essa condi¢do ndo interfere na validade do modelo.

Desta forma, como ha evidéncia de que ocorre formagao de uma monocamada de

glicoproteina sobre as rTgMICs, bem como elas se apresentam rigidas dentro do parametro
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encontrado na literatura, torna-se possivel aproximar a relacdo de proporcionalidade entre
Af e Am, ou seja, ndo impossibilita o uso da Equagdo de Sauerbrey de forma a comprometer
as condicdes estabelecidas pelo modelo da Isoterma de Langmuir para o cdlculo das

constantes de afinidade.
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6. CONCLUSOES

Por meio da construcdo de biossensor piezelétrico de afinidade utilizando a técnica
de monocamada automontada mista foi possivel estudar as interacdes entre as proteinas
recombinantes rTgMIC1 e rTgMIC4 com a fetuina e asialofetuina.

O estudo da construcdo da SAM mista sobre ouro em tempo real utilizando a técnica
de QCM-D evidenciou que sua cinética é lenta, em que etapas de adsor¢cdo e organizacao
ocorrem concomitantemente, culminando numa SAM rigida. Por ser rigida, a equacdo de
Sauerbrey foi utilizada para estimar a cobertura superficial (I), encontrando valor
semelhante aquele reportado na literatura. Confirmando os resultados obtidos pela técnica
piezelétrica, medidas de voltametria ciclica antes e apds a formagdo da SAM, realizadas no
mesmo cristal de quartzo, indicam bloqueio de processo eletroquimico do par redox
[Fe"(CN)q]*/[Fe"(CN)¢]*, evidenciando a formagio de SAM compacta e de elevado grau de
cobertura, ideal para a construgdo do dispositivo.

O processo de ativacdo dos grupos carboxilicos presentes na SAM com solucdo de
EDC/NHS também foi investigado por QCM, obtendo resultado compativel a outro
encontrado na literatura.

Utilizando técnica de QCM na investigacdo da adsorcdo das rTgMICs sobre a SAM
ativada, coletou-se evidéncias de que o processo de adsor¢dao da rTgMIC1 forma uma
camada sobre a superficie do transdutor que ndo ocupa totalmente os sitios disponiveis para
adsorcao, sendo necessario o bloqueio daqueles remanescentes com solucdao de gelatina.
Por outro lado, rTgMIC4 ocupa por completo todos os sitios de adsorcgao.

Por meio da analise da constante de afinidade aparente, K’, verifica-se que a
interagdo  rTgMIC1-Fetuina é  praticamente semelhante com a interagdo
rTgMIC1-Asialofetuina. Resultado andlogo pode ser observado ao analisar a constante de
associacdo cinética entre essas interacdes (K;). A mesma analise pode ser realizada com a
interacdo rTgMIC4-Asialofetuina e rTgMIC4-Fetuina, obtendo-se constantes também
semelhantes, tanto no que se refere a analise da constante de associacdo cinética (K,)
quanto da constante de afinidade aparente (K’). Uma possivel explicacdo estd na
possibilidade do favorecimento das interacdes das rTgMICs com as glicoproteinas estudadas
porgue as ultimas possuem estrutura complexa devido a existéncia de varias ramificagcdes de

glicanas, que podem facilitar a interagao receptor-ligante.
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Como esperado, os valores de AG para o processo de interacdo entre as rTgMICs com
as glicoproteinas sao negativos, revelando a espontaneidade do processo. Esse resultado
corrobora a evidéncia de que essas proteinas atuam no processo de invasdao celular,

conforme sugerem trabalhos na literatura.
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APENDICE A - Injec3o de solugdes de carboidratos sobre os cristais de quartzo funcionalizados com
as rTgMICs.

Durante o desenvolvimento da pesquisa, foram realizadas medidas piezelétricas na
tentativa de obter as constantes de afinidade das interagGes entre as rTgMICs com os
carboidratos 3’sialillactose, lactose-N-biose, ambos obtidos da Dextra (V’'Labs), e com a
galactose e o acido N-acetilneuraminico, obtidos da Sigma. Entretanto, a variacdo nula do
terceiro harmoénico normalizado (A4f,-3) ao injetar solucBes desses carboidratos
(ver Figuras A1-A6) em tampao Tris-HCI (pH 8,0) impossibilitou a continuidade do estudo.
Como a técnica de QCM detecta variacdo de massa sobre o cristal de quartzo, a auséncia de
sinal pode ser explicada pela massa molar relativa desses carboidratos frente as
glicoproteinas, uma vez que as Ultimas possuem massas molares na ordem de 60-300 vezes
maiores do que as primeiras, ou seja, a pequena massa molar relativa dos carboidratos
guando comparada com as das glicoproteinas pode ter sido fator determinante na obtencao
de sinal nulo utilizando essa técnica aliada a metodologia empregada de imobilizacdo das
rTgMICs.

Figura Al. Curva de Af(t) obtido para o processo de injecao de solugcao 100 uM de 3’sialillactose
sobre cristal funcionalizado com rTgMIC1. A seta em A mostra o inicio da inje¢ao de solugao de
carboidrato, enquanto a B o inicio do processo de lavagem
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Figura A2. Curva de Af(t) obtido para o processo de injecdo de solu¢cdo 100 uM de lacto-N-biose
sobre cristal funcionalizado com rTgMIC1. A seta em A mostra o inicio da inje¢ao de solugao de
carboidrato, enquanto a B o inicio do processo de lavagem
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Figura A3. Curva de Af(t) obtido para o processo de injecio de solugao 100 mM de acido
N-acetilneuraminico sobre cristal funcionalizado com rTgMIC1. A seta em A mostra o inicio da
injegdao de solugdo de carboidrato, enquanto a B o inicio do processo de lavagem
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Figura A4. Curva de Af(t) obtido para o processo de inje¢ao de solugao 100 uM de 3’sialillactose
sobre cristal funcionalizado com rTgMIC4. A seta em A mostra o inicio da inje¢ao de solugao de

carboidrato, enquanto a B o inicio do processo de lavagem
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Figura A5. Curva de Af(t) obtido para o processo de inje¢cdo de solu¢cdo 100 uM de lacto-N-biose
sobre cristal funcionalizado com rTgMIC4. A seta em A mostra o inicio da injecao de solugao de

carboidrato, enquanto a B o inicio do processo de lavagem
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Figura A6. Curva de Af(t) obtido para o processo de inje¢do de solugao 100 mM de galactose sobre
cristal funcionalizado com rTgMIC4. A seta em A mostra o inicio da injecio de solucdo de

carboidrato, enquanto a B o inicio do processo de lavagem
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