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RESUMO

O sucesso no tratamento de muitos tipos doencas passa pela deteccdo seletiva e sensivel de
biomarcadores proteicos que permitam um diagnostico precoce. A dengue é uma doenca infecciosa de
diagndstico clinico impreciso e diagnostico laboratorial demorado e custoso, a qual ndo possui
tratamento ou vacina efetivos. Portanto se requer de ferramentas diagndsticas precisas, baratas e
portaveis que permitam o diagnostico rapido para realizar um tratamento adequado de sintomas e
identificar os focos infecciosos para prevenir o espalhamento da doenca. Um biomarcador util na
deteccdo da dengue, é a proteina NS1 que vem sendo utilizada com sucesso em diferentes plataformas
de diagndstico. Porém, nenhuma das plataformas oferecidas a nivel comercial, consegue combinar a
precisdo, portabilidade, baixo custo e facilidade de manuseio. Portanto, o melhoramento de ditas
ferramentas € o foco de bastantes pesquisas. Neste trabalho se apresenta uma plataforma que se amostra
atil para a deteccédo de diferentes biomarcadores, incluindo a proteina NS1. Esta plataforma combina
0 uso de uma técnica eletroquimica como € a Espectroscopia de Capacitancia Eletroquimica (ECE),
com o uso de peptideos redox e esta baseada na funcionalizacdo de eletrodos de ouro mediante
formacdo de monocamadas auto-organizadas (SAM) confeccionadas com um peptideo redox (Fc-Glu-
Gli-Ser-Gli-Ser-Cys) desenhado para ser ancorado em superficies metalicas, ao mesmo tempo que tem
capacidade de ancorar uma sonda redox e um bioreceptor na mesma estrutura/molécula, com a
vantagem adicional que a SAM obtida tem propriedades anti-incrustantes desejaveis em
biossensoriamento. Ensaios realizados com a proteina NS1 permitiram a deteccéo de esta proteina em
concentragdes de 2 pg/ml.

Palavras-chave: Peptideo redox; Monocamadas auto-organizadas; Anti-incrustante;
Espectroscopia de Capacitancia Eletroquimica; NS1.



ABSTRACT

Success in the treatment of many kinds of illnesses depends on the selective and sensitive
detection of protein biomarkers that allow an early diagnosis. Dengue is and infectious disease of
imprecise clinical diagnostic and delayed and expensive laboratorial diagnostic. This disease does not
have an effective vaccine or treatment. Therefore, precise, cheap and portable diagnostic tools are
necessary to allow a fast diagnostic in order to treat the symptoms, identify focuses of infection, and
thus prevent the spreading of the disease. A useful biomarker in the detection of dengue is the protein
NS1, which has been successfully used in different diagnostic platforms. However, none of the
commercially available platforms combines precision, portability, low cost and user friendliness.
Consequently, the improvement of such tools is object of ample research. This work, introduces a
platform, which is useful for the detection of various biomarkers, including the protein NS1. This
platform combines the usage of an electrochemical technique such as Electrochemical Capacitance
Spectroscopy (ECS) and the use of redox peptides. It is based in the functionalization of gold electrodes
through formation of Self Assembled Monolayers (SAM) formed by a redox peptide (Fc-Glu-Gli-Ser-
Gli-Ser-Cys) designed to bind to metallic surfaces as well as to anchor a redox probe and a bioreceptor
in the same structure/molecule. It presents the additional advantage of forming anti-fowling SAMs,
which is a highly desirable property for biosensing. Tests made with NS1 protein allowed the detection

of this protein in concentrations as low as 2 pg/ml.

Key words: Redox peptide; Self Assembled Monolayers; Anti-fowling; Electrochemical
Capacitance Spectroscopy; NS1.
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1. INTRODUCAO
1.1. O QUE E A DENGUE?

A dengue é uma doenca viral sistémica, ndo contagiosa, causada pelos flavivirus dos
sorotipos: DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4 e DENV-5 (0 ultimo, reportado em 2013, ainda
ndo foi caracterizado), e transmitida a humanos pelos mosquitos Aedes aegypti (vector primario)
e Aedes albopictus (vector secundario) (Bhatt, et al., 2013; Mustafa et al., 2015).

O virus da dengue é um virus envelopado e esférico, com um didmetro aproximado de 50
nm (Figura 1 A), consistindo de um genoma de RNA de fita simples e sentido positivo de
aproximadamente 11000 nucleotideos (Darwish et al., 2015), codificando uma poli-proteina com
0 seguinte arranjo de genes: NH>-C-prM-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5-COOH
(Figura 1 B) (Shu e Huang, 2004). Onde: C, prM e E sdo proteinas estruturais e NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 séo proteinas ndo estruturais (Lindenbach e Rice, 2003 apud
Muller e Young, 2013), expressas em células infectadas, responsaveis pela replicacdo do virus,
montagem do virion (particula viral morfologicamente completa e infecciosa) e por evitar a

resposta imune do hospedeiro (Darwish et al., 2015).

A

RNA viral

o 2 I - ' L
i)
pr
Figura 1: Estrutura do virus da dengue e representacéo do genoma. A) Virion em corte: RNA (rosa
escuro), proteinas do capsideo (C) (laranja). Membrana (verde) e proteinas: M (azul claro) e E, (azul

escuro). B) Genoma. Regido estrutural: Proteinas: (C) Capsideo, (prM) membrana, (E) envelope. Nao
estrutural: proteinas NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5. Modificado de: Angel e Valle, 2013.



1.2. INCIDENCIA E CONTROLE DA DENGUE

Um mapeamento dos focos de Dengue evidencia que a doencga é ubiqua nos tropicos e

também de grande incidéncia nas regides subtropicais, com as zonas de maior risco no continente

americano e Asia (Bhatt et al., 2013). Porém, as mudancas climaticas, sociais e demograficas,

assim como o deslocamento aéreo de pessoas, entre outros, devem aumentar as regides do planeta

sujeitas a transmissdo do virus (Peeling et al., 2010; Bhatt et al., 2013), como é o caso das Américas

(Figura 2) devido a que tais mudancas possuem efeitos sobre diferentes variaveis, entre elas as

populagGes dos vetores. Por exemplo, o vetor primario, a espécie A. aegypti, estd muito

domesticado e a sua populacéo cresce a medida que a urbanizacdo se expande. Por outro lado, o

vetor secundario, A. albopictus, pode sobreviver em regides temperadas, sendo capaz de introduzir

a doenca em regides nao endémicas (Gubler, 1998 apud Deimantavicitité, 2017).

2 Pan ﬂ"e'ka" Distribuicdo dos Sorotipos da Dengue nas Americas, 1990-2014
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Figura 2: Variacgao na distribuicédo dos sorotipos da dengue nas Américas entre os anos 1990 a 2014.
Fonte: PAHO-WHO, 2015
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De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (2012) (WHO, das suas siglas em inglés
para World Health Organization), nas ultimas 5 décadas, a expansdo da doenca e das populactes
dos mosquitos vetores aumentaram 30 vezes a nivel global (Figura 3). Porém, de acordo a Bhatt
et al. (2013), estes nimeros representam s6 uma estimativa que subestima a quantidade real de
casos existentes no mundo. Assim as estimativas da incidéncia da dengue sdo discrepantes, em
gue 0 namero estimado de casos vado de 100 até 390 milhdes de pessoas infetadas a cada ano no
mundo (Bhatt et al., 2013; WHO, 2012 B).
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Figura 3: Media de casos de dengue reportados anualmente a Organizacdo Mundial da Salde entre 1955-

2007, e 0 numero de casos reportados em anos recentes, 2008-2010. Porém o nimero de casos reportados

é menor que o numero de casos estimados. Fonte: WHO, 2012 B.

No entanto, a importancia da doenca ao nivel individual nos paises ndo deve ser
menosprezada, tais sdo os casos do Brasil e do Paquistdo, os quais sofreram surtos de dengue, com
custos que chegaram a mais de 1 bilhdo de dolares americanos para o Brasil nas tentativas de
prevencdo e controle. Em 2008, s6 no estado de Rio de Janeiro, o surto provocou mais de 158000
casos reportados, mais de 9000 internacgdes hospitalares e 230 mortes, entre 0s meses de janeiro e
abril. Apesar dos esforgos no controle, em 2010, foram reportados mais de 1,2 milhdes de casos
de dengue no Brasil, que é s6 um exemplo de uma situacéo global que vai se agravando (WHO,
2012 A).

Atualmente ndo existe cura para a dengue, sO tratamento dos sintomas. Portanto, 0s

métodos de prevencédo e controle da dengue estdo principalmente relacionados ao controle das
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populacdes dos vetores e a prevencdo de picadas, através da reducdo de ambientes aquaticos
disponiveis e uso de inseticidas (WHO, 2012 B); Como também pela introducdo de mosquitos
machos geneticamente modificados, em populacfes naturais para se reproduzir com fémeas
selvagens e introduzir genes letais na progénie, causando a sua mortalidade e reduzindo desta
forma a populacdo de vetores (Harris et al., 2012). No entanto, os esforcos no controle
populacional s6 apresentam um sucesso parcial, devido a fatores como producdo insuficiente de
organismos geneticamente modificados (Harris et al., 2012) e dificuldade no controle de ambientes
de reproducdo em superficies extensas.

Por outro lado, recentemente foi desenvolvida uma vacina proveniente de flavivirus
quiméricos, contendo o0s genes estruturais do DENV e 0s genes ndo estruturais de uma variedade
do virus da febre amarela. No entanto, esta vacina s6 pode ser utilizada em criangas maiores de 9
anos de idade, deixando um grande segmento da populacgdo sob risco (Halstead e Russell, 2016).
Portanto, é importante a continuidade da pesquisa para os ensaios clinicos de outras vacinas em

Assim, tanto o efetivo controle das populagdes de vetores, através da modificacdo genética,
quanto a obtencdo de vacinas efetivas para a prevencdo da doenca, sé tem sucesso parcial na
atualidade, se precisando do desenvolvimento de mais pesquisas, 0 que as tornam medidas a longo
prazo. Desta forma, a reducdo da morbilidade por dengue, a curto e médio prazo, passa pelo
melhoramento na predicdo e deteccdo de surtos através de vigilancias epidemioldgica e
entomoldgica (WHO, 2012). Assim, o desenvolvimento de ferramentas diagnésticas para a
pesquisa, vigilancia e controle da dengue é importante, ja que um diagnostico rapido e confiavel
pode melhorar o0 manejo clinico e as medidas de controle dos vectores, bem como prover dados a

respeito da epidemiologia da doencga (Deimantaviéitité, 2017).

1.3. CARACTERIZACAO E METODOS DE DIAGNOSTICO
1.2.1. DIFICULDADE NO DIAGNOSTICO CLINICO

Um agravante relacionado a dengue € a dificuldade do diagndstico, através dos sintomas
clinicos, j& que esta infeccdo produz uma grande variedade de sintomas, podendo ser assintomatica
até produzir sintomas inespecificos como febre, dor abdominal, dor muscular, dor de cabeca e
fadiga ou sintomas graves (Muller e Young, 2013; Darwish et al., 2015), observados nas formas

mais severas como a Febre Hemorragica (FHD) e a Sindrome de Choque por Dengue (SCD)
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(Gubler, 1998). A FHD, geralmente segue a uma infeccdo secundaria e geralmente afeta as
criancas. O indice de mortalidade da SCD chega a 5% (Ashley, 2011 apud Darwish et al., 2015),
no entanto, com um diagnostico precoce, terapia de substituicdo de fluidos e bom manejo clinico,
o indice pode diminuir até 1% (Deimantaviciaté, 2017). O periodo de incubacdo da doenca desde
a picada do mosquito, usualmente demora entre 4 a 7 dias, podendo variar de 3 a 14 dias; iniciando

usualmente com febre alta que pode alcancar os 39 °C ou mais (Darwish et al., 2015).

1.3.2. BIOMARCADORES PARA DENGUE

Os biomarcadores sdo moléculas biologicas, encontradas no sangue, em outros fluidos
biolégicos ou em alguns tipos especificos de células, que podem indicar um processo normal ou
anormal e quando quantificadas podem ser utilizadas para diagnosticar patologias ou outros tipos
de doencas em um organismo (Wulfkuhle, Liotta e Petricoin, 2003 apud Piccoli, 2015). As classes
de biomarcadores podem variar desde DNA, RNA, expressdo de marcadores de genes, mutagoes
genéticas e proteinas (Wulfkuhle, Liotta e Petricoin, 2003 apud Piccoli, 2015).

Estas moléculas sdo importantes no diagnostico de doencas. No caso da dengue, diferentes
moléculas sdo utilizadas como biomarcadores para a sua detec¢do. Estas moléculas incluem:

Immunoglobulina M (IgM): Um anticorpo que comega a ser produzido entre 3 a 5 dias
apos a infeccdo, durante uma infeccdo primaria, mas que s6 tem um nivel quantificavel apés os 7
dias (Darwish et al, 2015).

Imunoglobulina G (IgG): Um anticorpo que comeca a ser detectado entre 5 a 7 dias apds
a infeccdo, durante uma infecgcdo priméria, podendo ser detectado antes de 7 dias durante uma
infeccdo secundaria, mas os seus niveis elevados podem permanecer por anos e ainda mostrar
reatividade cruzada com outros flavivirus (Darwish et al, 2015).

Proteina NS1: Alvo deste trabalho, é uma das proteinas ndo estruturais do virus da dengue,
de 352 aminoacidos, a qual normalmente forma dimeros e cujos mondmeros tem uma massa
molecular de 46 a 55 kDa (Figura 4). Na sua forma extracelular esta proteina se encontra formando
hexameros em forma de barril (Muller e Young, 2013). A sua presenca pode ser detectada em
niveis elevados na fase aguda da doenca, entre 1 a 9 dias da infec¢do, tanto durante infec¢des
primarias quanto em infec¢Ges secundérias.

Assim, a proteina NS1 € util no diagnostico precoce da dengue, tanto em infecgdes

primarias quanto em infecgdes secundarias, pois dos trés biomarcadores citados € o Unico que pode
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ser detectado sempre na fase aguda e sem risco de reatividade cruzada diante de infeccGes por

outros flavivirus.

Figura 4: A estrutura da NS1. A - Dimero NS1 com um mondmero em cinza e um outro colorido por
dominio: Azul para barril £; amarelo para aba; laranja para subdominio conector; vermelho para al¢a p.
Uma regido desorganizada ¢ indicada com linha ponteada. B - Um diagrama para o monémero NS1 onde
os sitios de glicosilacéo estdo indicados em hexagonos verdes e dissulfetos em circulos amarelos. Fonte:
Akey et al., 2014.

1.3.3. METODOS DE DIAGNOSTICO LABORATORIAL

A dengue € diagnosticada por meio de analises laboratoriais, através da deteccao direta dos
biomarcadores de origem viral ou de forma indireta mediante anticorpos. Os metodos diretos
incluem a deteccdo do virus por cultura em células, isolamento e deteccdo do RNA viral por
amplificacdo através da reacdo em cadeia da polimerase por transcricdo reversa em tempo real
(RT-PCR, do inglés real-time reverse transcriptase polymerase chain reaction) (Darwish et al,
2015). Estes métodos permitem detectar o virus e sorotipa-lo na fase aguda da doenca com um alto
grau de precisdo e especificidade. No entanto, eles dificilmente estdo disponiveis para diagndsticos
descentralizados nos paises endémicos da dengue (Kao et al., 2005); devido ao seu alto custo e
necessitarem de pessoal e equipamentos especializados, limitando seu uso em paises em
desenvolvimento (Castro et al, 2010; Fry et al., 2011; Kittigul e Suankeow, 2002; Cavalcanti et
al., 2012; Parkash e Hanim Shueb, 2015). Portanto, as metodologias mais utilizadas séo as do tipo
soroldgico que incluem a deteccdo dos biomarcadores indiretos como a IgG e IgM e o marcador
direto que é a NS1. Estes ensaios podem ser realizados por meio da imunocromatografia, ou

atraves do ensaio de ELISA (Sigla em inglés para enzyme-linked immunosorbent assay), que ¢ a
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técnica padrdo ouro. Porém os ensaios immunocromatograficos, apesar de serem rapidos e
portaveis, tem baixa sensibilidade (Darwish et al., 2015). Enquanto que 0 ELISA mostra maior
sensibilidade, mas ndo apresenta possibilidade de miniaturizacdo (ndo sendo portavel), demanda
alta quantidade de amostra e alta quantidade de reagente comparado com as técnicas
eletroquimicas, o tempo de analise é longo, o trabalho é intenso, o custo é elevado, e requer a
marcacdo (labeling) do analito, utilizando-se substratos carcinogénicos (como a orto-
fenilenodiamina, ODP) (Peeling, et al., 2010; Piccoli, 2015). A Figura 5 compara 0s métodos
padrdo de diagndstico, os biomarcadores detectados e o tempo de deteccéo apropriado para cada
biomarcador.

NSI

Viremia

Carga viral detectada por RT-PCR

Anticorpos quantificados por ELISA

Fase aguda Dias

Figura 5: Biomarcadores e métodos de diagndstico da dengue apropriados de acordo com o tempo de
progressdo da doenga. O virus pode ser detectado entre 0 a 6 dias apds a infeccéo e a carga viral pode ser
detectada por RT-PCR. A NS1 pode ser detectada entre 1 a 9 dias posteriores & infeccéo através do ensaio
de ELISA. As imunoglobulinas M e G podem ser detectadas a partir de 3 a 5 dias através do ensaio de
ELISA. Os niveis de IgM decaem até deixar de ser detectéveis perto dos 50 dias ap0s o inicio da infeccéo,
enquanto que os niveis de IgG se mantém estaveis por longo tempo apds o término da infecgdo. Fonte:
Adaptado de Deimantaviciite, 2017

Em resumo, a NS1 mostra vantagens como biomarcador uma vez que permite a deteccdo
da doenga em estagios iniciais e pode ser quantificada por métodos mais simples que os outros
componentes virais. No entanto, as metodologias de detec¢do deste biomarcador podem ser
melhoradas para evoluir em formatos de diagnostico que combinem portabilidade, sensibilidade e
facilidade de manuseio, sem a necessidade de marcacao do analito nem requerimento da utilizacéo
de grandes quantidades de amostra. Assim, vém sendo desenvolvidas pesquisas para a construcao

de biossensores baseados em diferentes técnicas.



1.3.4. BIOSSENSORES

Um biossensor esta geralmente definido como um dispositivo analitico o qual converte
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uma resposta bioldgica em um sinal quantificavel e processavel (Lowe, 1984; Grieshaber et al,

2008). O seu uso varia desde o monitoramento ambiental, o processamento de alimentos e controle

de qualidade até o diagnostico clinico-laboratorial (Piccoli, 2015; Santos et al., 2015).

Alguns dos tipos de biossensores desenvolvidos para o diagndstico da dengue, com as

vantagens e limitagOes de cada um s&o mostrados na Tabela 1.

Tabela 1: Classificacdo dos Biossensores para deteccdo de dengue. Fonte

: Adaptado de Darwish et al,

2015
Tipo de Lo . .
. Vantagens Desvantagens LimitacOes Desafios Referencia
Biossensor
Sensitivo devido a seu
mddulo de elasticidade, Propriedades de
~ . Elevado Chen, et al.
Boa relag&o custo reconhecimento - Incremento
. - e . . limite de L 2009
Piezelétrico beneficio para polimeros inadequadas em q 20 d do limite de - |
impressos, j& que nao se polimeros etecedo do oscilacao Taietal,
I : analito 2006
usam anticorpos impressos
monoclonais
Precisa de um
Potencial em baixos microscopio caro, Requer
e o . . . . Baeumner
) limites de detecgéo e util equipado com muito tempo | Detecgéo do etal. 2006
Optico para analisar um grande filtros de paraa analito sem Cheﬁ, et al
nimero de amostras ao fluorescéncia, marcacdo do marcagem 2013 "
mesmo tempo assim como outros analito
eletronicos
Melhorar a
~ Limitado interface do Oliveira et
s Marcacéo do elemento de
. Alta sensitividade, . . tamanho de . . al., 2009
Eletroquimico | . " .. - analito requer mais . bioreconheci
simplicidade e baixo custo tempo area mento com a Wang et
P eletroativa e al., 2007
superficie do
eletrodo

Como pode se ver na Tabela 1, um tipo de biossensor que apresenta interessantes vantagen

é 0 sensor eletroquimico. Podendo ser: potenciométrico (voltagem), amperométrico (corrente),

impedimétrico (impedancia), condutimeétrico (condutancia) ou transistor de efeito de campo
(voltagem) (Darwish et al., 2015)
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1.3.4.1. BIOSSENSORES ELETROQUIMICOS

Em biossensoriamento, as medicdes de propriedades elétricas para extrair informacéo de
sistemas biologicos, sdo normalmente eletroquimicas em natureza, onde um componente
bioeletroquimico serve como principal elemento de transdugdo (Grieshaber et al., 2008). Os
biossensores baseados em tecnicas de transducdo de sinal como a eletroquimica apresentam a
possibilidade de construcdo de dispositivos miniaturizados, permitindo analises em fragdes reduzidas
de amostras (Cecchetto, 2015).

Em geral, os biossensores eletroquimicos sdo fabricados mediante a funcionalizacdo da
superficie de eletrodos com biomoléculas como enzimas, anticorpos e DNA (Le et al., 2015; Khalil
et al., 2016; Wang et al., 2017). A funcionalizacdo pode se conseguir através do ancoramento
direto das biomoléculas receptoras modificadas na superficie do eletrodo, ou mediante a formacéo
de monocamadas auto-organizadas (SAM — do inglés self-assembled monolayers), que ancorem o
bioreceptor. Uma SAM consiste de uma camada ordenada e organizada de moléculas, formada
espontaneamente sobre uma superficie sélida, através de um processo dirigido pela interacdo de
ligagOes e forgas intermoleculares (Ulman, 1996).

Estes biossensores podem ser utilizados para a deteccdo de moléculas alvo em solucdes,
sem necessidade de pré-tratamento da amostra, devido a eventos de ligacdo especifica ou
interacGes entre 0s biomateriais e as moléculas alvo (Grieshaber et al., 2008).

Os biossensores eletroquimicos monitoram os sinais de corrente ou potencial mensuraveis,
gerados por reacOes de oxidacao e reducdo (Perumal e Hashim, 2014). Estes sinais sdo registrados
durante a ligacdo do alvo com os receptores, devido a que o evento produz uma alteracédo local das
propriedades elétricas (Luo e Davis, 2013). A medicao de sinais € proporcional a concentracéo do
alvo (Perumal e Hashim, 2014; Parkash e Hanim Shueb, 2015).

1.3.4.2. BIOSSENSORES IMPEDIMETRICOS VS CAPACITIVOS

De acordo com o citado por Santos et al, 2014 entre os métodos eletroanaliticos livres de
marcacdo que sdo desejaveis e potencialmente comerciais, se encontram a Espectroscopia de
Impedéancia Eletroquimica (EIE) e a Espectroscopia de Capacitancia Eletroquimica (ECE). Ambas as
metodologias estdo baseadas na funcionalizacéo de eletrodos metélicos (por exemplo de ouro) através
de SAMs e dependem da resposta de frequéncia, onde as funcdes complexas tanto de impedancia como

de capacitancia, sdo dependentes da medicdo da resposta sinusoidal da corrente diante de uma
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perturbacdo sinusoidal do potencial no estado estacionario de um eletrodo de trabalho (Santos et al.,
2015). Na EIE (Figura 6a), o monitoramento do evento de bioreconhecimento pela superficie
bioreceptiva (SAM) é realizado através da sonda redox em solucéo, enquanto que na ECE, a sonda
redox estd incorporada na superficie bioreceptiva (SAM) (Figura 6b) (Bedatty et al., 2015), tornando
a superficie bioreceptiva (SAM) uma superficie eletroativa.

Solugdo
sonda
redox C
(lie(CN)e]_@ | Im
anticorpo I
Zi
a) .x
i termo faradaico
sonda
Solugdo redox R é termo nio faradaico
(eletrélito) s ) )

termo faradaico

Figura 6: Representacdo elétrica de uma monocamada auto-organizada (SAM), com um anticorpo
imobilizado para deteccdo. a) Contendo sonda redox em solugdo: Circuito equivalente capaz de modelar
dados do biossensor impedimétrico onde sonda redox esta presente na solucéo. O elemento Warburg (Zw)
representa as caracteristicas de difusdo em massa da sonda redox e Rct € a resisténcia de transferéncia de
carga redox. A resisténcia (s) de eletrdlito ¢ modelado em série com a impedancia interfacial total superior
e, geralmente, ndo é importante na analise, uma vez que ndo varia. b) Contendo a sonda redox imobilizada:
A impedancia interfacial de uma superficie receptiva utilizada para biossensoriamento € representada por
Zi e aresisténcia da solugdo por Rs. Ao lado, o circuito elétrico equivalente capaz de modelar o biossensor
redox capacitivo. Fonte: Adaptado de Fernandes et al., 2014 e Santos et al., 2014.

A diferenca principal, portanto, € em relacéo ao tipo de sinal transdutor, que na EIE faz uso da
resisténcia de transferéncia de carga como sinal transdutor (Figura 7a), enquanto que na ECE o sinal

transdutor é capacitivo (Figura 7b). Bedatty et al, 2015 propuseram que na ECE, o evento de ligacdo
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da molécula alvo (biomarcador), provoca uma perturbacdo no sinal da capacitancia redox, o que
permite a construcdo de curvas analiticas altamente sensiveis.

Estudos aplicando tanto EIS quanto ECE foram conduzidos utilizando SAM compostas de
alcanotiois. Recentemente, Cecchetto et al., (2015) publicaram os resultados de um método de
deteccdo de NS1 por EIS. Neste trabalho foi construido um biossensor impedimétrico a base de SAM
com imobilizacdo covalente do anticorpo para NS1, como espécie receptora, para deteccdo da
glicoproteina NS1. No trabalho se reportou o sucesso na deteccdo desta proteina em PBS e em soro
sanguineo em que ambos: o limite de detec¢do (L.D.) e a faixa linear obtidos no método sdo uteis para
o diagndstico da dengue. Ainda em 2016, 0 mesmo grupo apresentou um novo trabalho para detectar
a dengue utilizando a técnica de ECE, onde se reportou um L.D. em soro sanguineo 60 vezes menor,

ou seja, mais sensivel, em comparacdo a técnica de impedancia (Cecchetto et al., 2017).
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Figura 7: a) Espectro tipico de Nyquist de impedancia faradaica, Rct (0 didmetro do semi-circulo no
espectro de impedancia) representa a resisténcia de transferéncia eletrénica que controla a cinética de
elétrons de transferéncia da sonda redox na interface do eletrodo. Z’ é a impedancia real associada aos
valores de resisténcia a transferéncia de carga, enquanto que Z" é a impedancia imaginaria que se
correlaciona a capacitancia da dupla camada elétrica. b) Representacdo da variacdo da capacitancia
redox (Cr) quando ocorre ligagdo de um alvo. Esta variagdo pode ser facilmente determinada a partir do
menor valor de capacitincia imagindria apos a obten¢do do semicirculo. C’ é a capacitincia real
associada aos valores de armazenamento de carga, enquanto que C" é a capacitancia imaginaria. Fonte:
Adaptado de Santos et al, 2014 e Santos et al., 2015.

1.3.5. SAM TIOLADAS VS SAM PEPTIDICAS

Os primeiros trabalhos usando ECE para a deteccdo de biomarcadores usaram SAMSs,
compostas de alcano tiois (ancoras) e ferroceno tiois (probe redox), como plataforma para
imobilizacdo das espécies receptoras. Esta abordagem analitica possibilita a obtencéo de métodos

livres de marcagem (label free), no entanto, tal configuragdo tem influéncia de interacdes
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inespecificas, ainda que pequenas, sobre a resposta do biossensor, especialmente em analises
realizadas em meio sanguineo. Adicionalmente, a proporcdo de tiol/ferroceno influencia na
sensibilidade das andlises, assim afetando a reprodutibilidade das medidas (informacdo de
investigacdes internas no grupo ainda ndo publicadas). Portanto, mesmo que os alcanotiois sejam
Uteis para este tipo de ensaios, é importante a pesquisa em outros tipos de moléculas que possam
ser Uteis no desenvolvimento de plataformas de biossensoriamento capacitivas. Assim, se comecou
a utilizar peptideos para a formacédo de superficies receptivas, principalmente por trés razdes: (1)
Sédo capazes de formar SAMs em superficies metalicas através da adi¢do de um residuo de cisteina
(Cys) na cadeia (Li et al., 2011); (2) também podem ser marcados com sondas redox e (3)
permitem a ligacdo de anticorpos (Piccoli, 2015), que sdo caracteristicas essenciais para o
desenvolvimento deste tipo de plataforma de biossensoriamento.

Além do mais, este tipo de moléculas apresenta outras vantagens como por exemplo, maior
compatibilidade com moléculas bioldgicas, podem ser manipulados e alterados para aplicacfes
especificas (Piccoli, 2015) a maneira de blocos de construcdo e podem ser aplicados diretamente
em ambientes biolégicos complexos, evitando efeitos de incrustacdo de outros materiais na
superficie da matriz (Brault et al., 2010); é dizer que podem ser desenhados com caracteristicas
anti-incrustantes.

Uma outra caracteristica importante dos peptideos é que permitem a obtencdo de
aptameros, que sdo moléculas artificiais de reconhecimento que consistem de uma regido peptidica
variavel inserida num andaime proteico constante, ou seja que funcionam como bioreceptores que
se ligam a um alvo especifico (Baines e Colas, 2006; Colas 2008), com afinidade e especificidade
iguais ou superiores aos anticorpos, quando ocorre ligacdo das proteinas alvo, tornando 0s
peptideos desejaveis para micro ensaios de proteinas biomarcadoras (Li et al., 2011; Piccoli, 2015).
Algumas vantagens dos aptameros de peptideos, em relacdo aos anticorpos sdo seu pequeno
tamanho, estrutura simples, e o enovelamento dissulfeto- independente (Colas, 2008).

Este trabalho visou desenvolver um biossensor capacitivo baseado no uso de camadas
automontadas de peptideos contendo grupos ferroceno e propriedades anti-incrustantes (low fouling)
como plataforma eletroquimica para obtencédo de superficies receptivas, via imobilizagao do anticorpo,

para deteccdo do antigeno NS1.
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O objetivo principal deste trabalho foi desenvolver um biossensor capacitivo para

diagndstico de dengue, utilizando como biomarcador a proteina NS1. Existindo diversos objetivos

especificos intermediérios:

e Sinteses e purificacdo de um peptideo anti-incrustante, automontavel em superficies de

ouro, com caracteristicas redox e capaz de ancorar um bioreceptor (anticorpo).

e Caracterizacdo eletroquimica por voltametria ciclica e espectroscopia de capacitancia

derivada da impedancia eletroquimica de uma monocamada formada por peptideo redox.
e Ensaios de estabilidade da SAM peptidica (SAM-pep).

e Ensaios de especificidade da SAM-pep como superficie sensora.

e Ensaios de resposta da SAM-pep como superficie sensora utilizando o par antigeno-

anticorpo da proteina C-reativa como modelo.

e Ensaios de resposta da SAM-pep como superficie sensora para o par antigeno-anticorpo da

proteina NS1.

3. MATERIAIS E METODOS

Os reagentes e solventes utilizados durante a realizacdo deste trabalho, assim como a

procedéncia de cada um deles, se detalha na seguinte tabela:

Tabela 2: Reagentes utilizados.

REAGENTE FORMULA MOLECULAR PROCEDENCIA
Agua ultrapura (18.2 MQ cm a 25 °C) H,O Millipore
Acetonitrila (ACN) (299%) CH:CN S'g%aé\f;gig‘éﬂfn?'(&%%) ou
Anhidrido 3-ferrocenilpropionico (>98%) CosH2sFe203
N,N’-diisopropilcarbodiimida (>98%) (CH3)2CHN=C=NCH(CHs)>
Etanolamina C.H/NO
Fmoc aminoacidos (>95%) -
N-Hidroxibenzotriazol (>97%) CeHsNsO
Hidroxido de potassio (>90%) KOH Sigma-Aldrich Co. (USA)
Hidroxido de sédio (>98%) NaOH
Perclorato de tetrabutilamonio (>99%) TBACIO,

Tampdao Fosfato Salino (PBS)

Proteina C-reativa (CRP)

Anticorpo anti-CRP

Glicoproteina ndo estrutural 1 (NS1)

Anticorpo anti-NS1

AbCam (USA)
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Diclorometano (DCM) (>99%) CHClI Hexis Cientifica (Brasil)|Vetec
Dimetilformamida (DMF) (>99%) CsH/NO Quimica Fina Ltda. (Brasil)
Acido trifluoracético (TFA) (>99%) CoHF;0, Merck®
1,2-Etanoditiol (EDT) (>94%) CoHeS3 .
Triisopropilsilano (T1S) (98%) CoH2:Si Acros Organics®
Acido sulfarico (98%) H>SO4 QHEMIS (Brasil)

3.1. OBTENGAO DO PEPTIDEO REDOX COM CARACTERISTICAS ANTI-

INCRUSTANTES

3.1.1. SINTESE DO PEPTIDEO REDOX

O peptideo de sequéncia: Fc-Glu-Gly-Ser-Gly-Ser-Cys, foi projetado com trés regides

chaves para aplicacdes em biosensoriamento capacitivo redox (Figura 8). Em primeiro

lugar, o grupo tiol (SH) presente na cadeia lateral da cisteina (Cys), para ligagcdo covalente

a superficie de ouro. Segundo, grupo ferroceno acoplado a regido N-terminal da cadeia

peptidica, no grupamento alfa-amino do glutamato (Glu), o qual ird lhe conferir as

propriedades redox necessarias. Terceiro, grupo carboxilico livre para imobilizacdo de um

anticorpo, na cadeia lateral do glutamato. O peptideo também tem propriedades nao-

incrustantes devido as cadeias laterais da serina (Ser) serem polares e, portanto, ha

capacidade de formar uma camada de solvatagdo, restringindo o acesso de proteinas e

outras moléculas na formagdo da monocamada auto-organizada (SAM) (Santos et al.,
2015; Piccoli et al., 2016; Wang et al., 2017)

Figura 8: Estrutura do peptideo. Em amarelo, a regido de ancoramento no ouro. Em verde, a regido que
Ihe confere polaridade (propriedade anti-incrustante). Em rosa, a regido de ancoramento da sonda redox
e de imobilizac&o do anticorpo (molécula bio-receptora). Fonte: Modificado de Jalia Piccoli.
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A sintese do peptideo foi realizada por meio do protocolo de sintese de peptideos em fase
solida (SPFS), descrito por Merrifield, 1964 apud Piccoli, 2015. Para a sintese foi utilizada a resina
(suporte solido) Rink-amida, a qual permite a ligacdo do primeiro residuo de aminoécido da cadeia
peptidica através de uma ligacdo covalente de tipo amida entre o grupo amino (NH2) da resina e o
grupo carboxilato da cadeia principal do aminoacido (Cilli et al, 2017; Piccoli, 2015). A SPFS,
estd baseada no crescimento residuo a residuo da cadeia peptidica, presa no suporte (resina) pelo
seu aminoacido carboxiterminal e consiste de vérias etapas de desprotecdo e acoplamento,
intercaladas com lavagens para eliminagdo dos reagentes utilizados e subprodutos obtidos
(Lorenzon, 2015).

As etapas de desprotecdo foram realizadas para retirar 0 grupamento Fmoc (9-
fluorenilmetiloxicarbonil) dos residuos de amino&cidos antes de cada acoplamento. Para isto se
realizaram incubacdes de 20 minutos sob agitagdo constante em solugdo de metil-piperidina 20%
em DMF (Dimetilformamida) (Piccoli, 2015).

Entre as etapas de desprotecdo e acoplamento se procederam com as etapas de enxague
para retirar 0o excesso de reagentes e/ou subprodutos, mediante o uso intercalado de DMF
(dimetilformamida), e DCM (diclorometano). Posterior ao enxague se realizou o teste de ninidrina
(Kaiser et al., 1970; Piccoli, 2015), para verificar o sucesso na desprotecao (Figura 9).

Uma vez verificado o sucesso na desprotecdo (presenca de grupamentos amino livres,
detectados pela presenca de uma coloracdo azul) se procedeu ao acoplamento dos residuos de
aminoacido mediante ativacdo dos grupos carboxilas dos residuos por adicdo de N,N-
diisopropilcarbodiimida (Dic)/N-hidroxibenzotriazol (HOBL) e os solventes DCM/DMF (1:1, v/v),
por meio da incubacao sob agitacdo constante por duas horas. Na etapa de acoplamento, todos 0s
reagentes (residuos de aminoacido e ativadores) foram colocados em excesso, numa quantidade
que excedia em dobro ao nimero de sitios ativos (grupos amino) presentes na resina.
Posteriormente foram repetidos os procedimentos de enxague e ensaio de ninidrina, conforme
procedimento anteriormente descrito, mas esperando que a resposta for negativa (coloragdo
amarela), indicativa da auséncia de grupos amino livres, comprovando a eficiéncia nos passos de

acoplamento.
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Figura 9: Esquema de sintese do peptideo
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Figura 10: Reagdo que ocorre durante o teste de ninidrina. Extraido de: Pinto Picoli, 2015.

Ap0s a sintese da cadeia peptidica, o protetor Fmoc foi retirado como ja foi descrito
anteriormente, liberando o grupo alfa amino do Glutamato para poder ancorar a molécula de
ferroceno. Para fazer o conjugado, um equivalente de anidrido de 3 ferroceno acido propiénico e
um equivalente de peptidil resina foram colocados em presenca de DCM e DMF durante 24 h. O

grupo carboxila do 3 ferroceno &cido propiénico é reativo, acoplando ao grupo alfa amino do Glu
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atraves da formacéo de uma ligacdo amida. O produto do conjugado foi o peptideo redox, aderido

a resina Rink-amida.
3.1.2. REACAO DE CLIVAGEM

A clivagem do peptideo ao final da sintese foi realizada em frasco de cintilagdo sob
agitacao, com a solugdo de clivagem contendo 94% de acido TFA, o responsavel pela clivagem, e
0s supressores de reagdes colaterais: 2.5% de agua Milli-Q®, 2.5% de EDT e 1% de TIS. O volume
utilizado foi na proporcao de 10 mL de solucdo para cada 1 g de resina. Depois foi executada a
precipitacdo do peptideo e da resina com éter etilico gelado e o sobrenadante foi descartado. Ao
final, o peptideo foi dissolvido com uma solucéo contendo 0.045% de TFA em &gua ultrapura e

centrifugado para separar a resina. O sobrenadante resultante contendo o peptideo foi liofilizado.

As carateristicas de sintese do peptideo se encontram na Tabela 3.

Tabela 3: Caracteristicas da sintese do peptideo.

Resina Rink amida
Grau de Substituicao 0.52 mmol g*!
Escala 0.1
Excesso 2
Massa Incial 192 mg
Massa final 233 mg
Massa de Fc anidrido 45 mg
Massa peptideo bruto 66 mg
Peptideo puro (>98%) 5 mg

3.1.3. PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DOS PEPTIDEOS

Os produtos de sintese foram purificados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) em modo semi-preparativo, utilizando uma coluna Cis da marca Phenomenex
(tamanho 250 mm x 10 mm, 300 A, tamanho da particula de 5 pm).

Apos a purificagéo e liofilizacdo dos materiais obtidos, a anélise de pureza de cada
fracdo foi realizada por meio de CLAE em um aparelho analitico Shimadzu®, com coluna 4.6
mm x 150 mm, de fase reversa Cis Ultrasphere Phenomenex, 300 A, tamanho da particula de
5 um.

Os parametros cromatograficos estdo amostrados na Tabela 4.



Tabela 4: Condicbes cromatogréaficas empregadas na andlise e purificacao do peptideo redox.
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Modo Semi-preparativo Analitico
Solventes A (0.045% de TFA em H.0) A (0.045% de TFA em H0)
B (0.036% de TFA em ACN) B (0.036% de TFA em ACN)
Gradiente 20-50% de solvente B em 90 min | 5 a 95% de solvente B em 30 min
Fluxo 5 mL min'! 1 mL min?
Comprimento de onda 220 nm 220 nm

A anélise do peso molecular do peptideo para confirmar a obtencdo do material desejado
foi realizada por Espectrometria de Massas (EM) com aparelho Bruker mediante infusdo direta, em

modo de detecgdo por ionizacao positiva (MS+) faixa de 200/2000 g mol™.

3.2. AVALIACAO DAS MONOCAMADAS AUTOMONTADAS (SAM) PEPTIDICAS E
DO BIOSSENSOR RESULTANTE POR TECNICAS ELETROQUIMICAS

Estes ensaios consistiram na realizacdo de experimentos de caracterizacdo da SAM
formada na superficie de um eletrodo de ouro e posterior avaliacdo da resposta da plataforma
resultante ante a interacdo dos pares antigeno-anticorpo para a glicoproteina ndo estrutural da
dengue (NS1), que € o foco deste trabalho; e o par antigeno-anticorpo para a proteina C-reativa
(CRP), ja que a dita proteina € um importante biomarcador para doencas cardiacas e processos
inflamatorios e que a sua vez que ja foi utilizada com sucesso em outros trabalhos empregando
plataformas capacitivas (Fernandes et al., 2014; Santos et al., 2014).

Tambeém se testou resposta da plataforma funcionalizada com o anticorpo anti-CRP diluido
em solucdo eletrolitica (PBS) na auséncia de alvo (antigeno), e a resposta de ambos 0s anticorpos
(Ab-CRP e Ab-NS1) contra diferentes concentragdes de Albumina do Soro Humano (HSA, da
sigla em inglés para Human Serum Albumin) que foi utilizada como controle de superficie, ja que
é a proteina mais abundante no sangue (Sugio et al., 1999), sendo importante considerar 0s seus
efeitos na resposta da plataforma em desenvolvimento, que tem como propoésito ser utilizada em
ensaios clinicos com amostras de soro.

Previamente a realizacdo de cada um dos ensaios, se preparou a superficie do eletrodo,
conforme se descreve nas Secgdo 3.2.2. Os fatores de rugosidade (FR) obtidos variaram entre 1.26

e 1.56, com superficies de area eletroativa (Ae) variando entre 0.040 cm? a 0.049 cm?.
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3.2.1. MEDIDAS ELETROQUIMICAS PARA CARACTERIZACAO DA SAM E DO
BIOSSENSOR

Todas as medidas eletroquimicas, foram realizadas num potenciostato AUTOLAB modelo
PGSTAT30 com mddulo de analise de resposta em frequéncia (FRA, sigla em inglés para
Frequency Response Analysis). O sistema (Figura 11) utilizado consistiu de uma célula
eletroquimica de 20 mL com arranjo de 3 eletrodos: Eletrodo de trabalho de Au (METROHM de

2 mm de diametro), eletrodo de referéncia de Ag|AgCl em KClsat e eletrodo auxiliar de Pt.

Figura 11: Esquema do sistema electroquimico composto de: a) Célula eletroquimica, b) Eletrodo de
trabalho, c) Eletrodo de referéncia de Ag|AgCIl em KClsx € d) eletrodo auxiliar (contra- eletrodo) de Pt.
Fonte: Proprio autor.

As medidas eletroquimicas de Voltametria Ciclica (VC) e ECE (Espectroscopia de
Capacitancia Eletroquimica derivada da Impedancia) foram realizadas em solugdo 20 mmol L de
TBACIO4 dissolvido em ACN e agua deionizada (Milli-Q) (20:80 v/v) como eletrolito de suporte.

3.2.2. PREPARACAO DA SUPERFICIE DO ELETRODO

A preparacdo da superficie do eletrodo de ouro foi realizada por polimento mecénico com
particulas de aluminas de diferentes diametros (1 um; 0.3 um e 0.05 um), partindo-se da alumina
de 1 pum de diametro para a de 0.05 pum. Entre cada etapa de polimento os eletrodos foram
sonicados por 2 minutos em agua Milli-Q para remover as particulas aderidas. Em seguida as

superficies dos eletrodos foram tratadas eletroquimicamente com NaOH 0.5 mol L™ (potencial de
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-1.5V a-0.5 V com uma velocidade de varredura de 50 mV s*) e subsequentemente com H2SO4
0.5 mol L (intervalo de potencial de -0.2 V a 1.5 V com velocidade de varredura de 100 mV s?)
até a estabilizacdo do pico de redugdo do ouro na medida de voltametria ciclica (em torno de 50
ciclos). Apds os passos de polimento eletroquimico, a area real da superficie do eletrodo foi
calculada com base na area eletroativa obtida por meio da integracao do pico catddico para medida
em H2S04 0.5 mol L™, utilizando-se o fator de conversdo de 410 pC cm™2 (Fernandes et al., 2014
apud Trassati e Petrii, 1991)

Na Figura 12 é possivel observar alguns perfis de limpezas caracteristicos obtidos durante a

realizacdo dos ensaios:
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Figura 12: Perfil de limpeza eletroquimica do ouro polido realizada em solugdo de H,SO4 0.5 mol L*
aquecido a 80 °C. Velocidade de varredura de 100 mV s*, numa janela de potencial de -0.2Va15V. O
pico catddico utilizado para o calculo da area real do eletrodo se encontra destacado em cinza.

3.2.3. FUNCIONALIZACAO DO ELETRODO
3.22.1. FORMACAO DA SAM

A funcionalizacéo do eletrodo de Au através da formagdo da SAM peptidica (Figura 13)
se conseguiu através da incubacdo a temperatura ambiente (25 °C) do eletrodo polido e limpo por
16 h. em 150 pL ou 200 pL de solucdo de peptideo redox dissolvido em uma mistura 50:50 de
agua Milli-Q e acetonitrila (ACN) a uma concentragao que variou entre 2.0 mmol L™ a 2.6 mmol

L1, para a obtencdo de uma SAM mais empacotada e portanto estavel.
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SAM peptidica
[~ eletroativa

Figura 13: Esquema do desenvolvimento do biossensor formado por: eletrodo de ouro funcionalizado,
monocamada auto-organizada peptidica contendo a sonda redox. Fonte: Cedido por Sequeiros, 2018.

Em cada experimento, a formacdo da SAM foi confirmada por VC. Na Figura 14 se
mostram VCs de alguns dos experimentos realizados. As VCs foram utilizadas para definir os

potenciais de meia onda, a serem utilizados para realizar as medidas de ECE.

i (WA em™)

=10 -

=20 4

-30 . ' . . .
01 02 03 04 05 06

Vs, Ag/AgCl

Figura 14: Voltamogramas de SAM em alguns ensaios
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Posteriormente a caracterizacdo das SAM por VC e ECE, em cada experimento se
procedeu com a ativacao das SAMs e imobilizacdo do anticorpo de interesse, seja para 0 Ab-CRP,
ou 0 Ab-NS1. Para isto, procedeu-se a retirada do eletrodo da célula eletroquimica de medigéo,
enxague com agua deionizada (Milli-Q), secagem com gas nitrogénio e incubacdo por 30 minutos
em 150 pL a 200 pL de solugio aquosa de EDC/NHS (0.1/0.4 mol L™). Este Gltimo procedimento
teve por objetivo a efetiva ativacdo dos grupos carboxilas presentes na SAM que permite a
incorporacdo do anticorpo. Em seguida, o eletrodo foi enxaguado com &gua deionizada (Milli-Q)
e secado com gas nitrogénio. Posteriormente foi incubado por 1 hora em 50 pL de solugdo 1 pmol
L-* de anticorpo para proteina C-reativa dissolvida em tamp&o PBS pH 7.4, ou em 50 pl de solugéo
10 pg mL™ (0.25 pmol L1) de anticorpo anti-NS1 dissolvido em tamp&o PBS pH 7.4, dependendo
do experimento. Finalizado o periodo de incubacdo, se procedeu ao enxague do eletrodo com PBS,
secagem com gas nitrogénio e posteriormente se procedeu a realizar as medidas de VC e ECE. A
isto seguiu uma etapa de blogueio, mediante a incubacdo por 5 minutos em 50 pL de solucéo
aquosa de Etanolamina 1 M, com posterior enxague com agua deionizada (Milli-Q) e secagem
com gas nitrogénio, para posterior caracterizacéo por VC (dados ndo mostrados) e ECE.

Na Figura 15, pode se observar exemplos de curvas de Nyquist e gréficos de Bode
representando a caracterizacdo por ECE da SAM, antes e depois de imobilizar o anticorpo, assim
como também posteriormente ao bloqueio, descrevendo tanto para a imobilizacdo do anticorpo
anti-CRP e bloqueio com etanolamina (Figura 15“a” e “b”) como a do anticorpo anti-NS1 e
bloqueio com etanolamina (Figura 15“c” e “d”).
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Figura 15: a) e ¢) Curvas de Nyquist: Capacitancia e Impedancia (acima), para o anticorpo anti-CRP (Ab-
CRP) em "a” e para o anticorpo anti-NS1 (Ab-NS1) em "c”; b) e d) Graficos de Bode. Monocamada
Automontada (SAM) no potencial redox ou (redox in) (circulos verdes); SAM com anticorpo imobilizado
no potencial redox (triangulos vermelhos); e SAM, com anticorpo imobilizado, depois de bloquear com
Etanolamina 1M, também no potencial redox (quadrados prettos). A diminui¢do da Capacitancia redox
desde ~290 pF cm™? na SAM para ~150 pFcm™ depois de incubar em Ab-CRP, assim como o decaimento
da mesma desde ~325 puF cm? na SAM para ~190 pFcm™ depois de incubar em Ab-NS1 se considera como
prova do sucesso na imobilizacdo do anticorpo. Medidas realizadas em 20 mM de TBACIO. dissolvido em
acetonitrila e agua deionizada (Milli-Q) (20:80 v/v) como eletrélito de suporte, entre as faixas de
frequéncia de 0.05 Hz a 1.0 MHz.

Os resultados das medidas de ECE demonstram o decaimento das capacitancias redox observados

nas curvas de Nyquist posterior a ativacdo da SAM e a incubagao com anticorpo, o que se considera
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como demonstracdo do sucesso da imobilizagdo do anticorpo na SAM, devido a uma perturbacgéo

ao redor dos grupos ferrocenil (Santos e Bueno, 2016).

3.2.2.2. ENSAIO DE ESTABILIDADE DA SAM

O controle de estabilidade do sistema se realizou imobilizando anti-CRP na SAM. Para
isto, uma vez confirmada a imobilizagcdo do anticorpo e seguindo a esta etapa de bloqueio, se
realizou a incubacédo do eletrodo por 30 minutos em tampéao PBS pH 7.4, com posterior enxague
em PBS e agua, e seco com gas nitrogénio. Depois se procedeu a caracterizacdo por VC e ECE.

Este procedimento se repetiu 11 vezes.

3.2.2.3. CONTROLE DE SUPERFICIE

Seguindo a etapa de imobilizacdo do anticorpo anti-CRP ou anti-NS1 e a etapa de bloqueio,
foi realizada a incubacdo do eletrodo por 30 minutos em solucdo de proteina HSA a uma
concentragdo 0.005 pg ml?, equivalente a 0.075 nmol L (nM), diluida em tamp&o PBS pH 7.4,
com posterior enxague em tampao PBS pH 7.4, e seco com gas nitrogénio. Depois se procedeu a
caracterizacdo por VC e ECE. Procedimento que foi repetido, com as seguintes concentracGes de
proteina HSA: 0.01 pug mL* (0.15nM), 0.05 pg mL* (0.75nM), 0.1 pg mL* (1.5nM), durante o
ensaio com anti-CRP. Durante o experimento com anti-NS1 se foram ensaiadas as seguintes
concentragdes adicionais de HSA: 0.5 ug mL* (7.5nM), 1.0 pg mL (15 nM) e 2.0 ug mL (30nM)

3.2.2.4. ENSAIOS DE RESPOSTA DA SAM FRENTE AS INTERACOES
ANTIGENO-ANTICORPO

3.2.24.1. PAR CRP

Para este ensaio se imobilizou o anticorpo CRP na SAM e, seguindo a etapa de blogueio, se
realizou a incubacdo do eletrodo por 30 minutos em solucdo de proteina C-reativa a uma
concentragdo 0.5 nmol L™ (nM), diluida em tamp&o PBS pH 7.4, com posterior enxague em
tampdo PBS pH 7.4, e seco com gé&s nitrogénio. Depois se procedeu a caracterizacdo por VC e
ECE. Este procedimento foi repetido por 4 vezes, com as seguintes concentracdes de proteina C-
reativa: 1.0nM, 5.0nM, 20.0nM e 50.0nM.
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3.2.24.2. PAR NS1

Para este ensaio se imobilizou o anticorpo NS1 na SAM e, posterior a etapa de bloqueio, se
realizou a incubacdo do eletrodo por 30 minutos em solucéo de proteina NS1 a uma concentracéo
0.005 ug mL* (0.1nM), diluida em tampao PBS pH 7.4, com posterior enxague em tampdo PBS
pH 7.4 e agua, e seco com gas nitrogénio. Depois se procedeu a caracterizacdo por CV e ECE.
Este procedimento se repetiu, com as seguintes concentracdes de proteina NS1: 0.01 ug mL™*
(0.2nM), 0.05 pg mL* (1nM), 0.1 pug mL? (2nM), 0.5 ug mL2 (10nM), 1.0 pg mL* (21nM), 2.0
ug mL? (42nM).

3.3. ENSAIO DE ELISA

Foram realizados ensaios de ELISA para testara atividade das proteinas e a interacdo entre
0s pares antigeno e anticorpo a serem utilizados. Tanto o par NS1, que € o foco deste trabalho,
quanto o par CRP.

Para realizar estes ensaios, se utilizou o protocolo proposto pela Thermo Fisher Scientific
Inc., 2010 para ensaio de ELISA indireto, utilizando como anticorpo secundario, o anti-rato
marcado com Horse Raddish Peroxidase (HRP) (1:10000 em PBS+BSA 0.1%). O conjugado
empregado para revelacdo foi O-fenilendiamina (OPD, das suas siglas em inglés para O-
phenylenediamine), e se utilizou acido sulfirico como solugdo Stop, para deter a reacdo de
revelacdo. A intensidade da cor da reacdo foi determinada por absorbancia em leitor de
microplacas com comprimento de onda de 492nm. Foram preparadas dilui¢bes tanto dos
antigenos, quanto dos anticorpos em tampdo PBS pH 7.4, que é 0 mesmo tampdo utilizado para
realizar os ensaios na plataforma capacitiva. Os anticorpos foram preparados na diluigdo 1:500.
As faixas de concentracdes de antigenos ensaiadas tanto para NS1 (0.005 pg mL™* a 10 pg mL™),
quanto para CRP (0.05 nmol L™t a 100 nmol L), incluiram varias concentragdes a serem ensaiadas
na plataforma capacitiva, assim como concentra¢Ges ainda maiores para poder confirmar com

maior certeza o funcionamento de ambos os pares antigeno-anticorpo.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. SINTESE DO PEPTIDEO

O peptideo redox, foi sintetizado de acordo com o protocolo de SPFS, descrito na seccéo
experimental, utilizando a resina Rink-amida de 0.52 mmol g, que permite a obtengio de uma
cadeia peptidica com uma extremidade a-carboxiamida (Figura 16), evitando a existéncia de
cargas indesejadas que pudessem interferir na imobilizacdo do peptideo no eletrodo de ouro. Os

rendimentos de sintese estdo resumidos na Tabela 5.

MBHAR
(Quimica Boc)

a
NH,

&
Peptideo-C

RINK AMIDA
[Quimica Fmaoc)

Paptideo com extremidade C-terminal
na forma a-carboxamida

Figura 16: Peptideo com terminacdo a-carboxamida, como consequéncia da SPFS utilizando a resina
Rink-amida. Fonte: Cilli et al., 2017.

Tabela 5: Rendimento do peptideo bruto.

Ganho de Ganho de massa
Produto massa ou OuU massa Rendimento
massa experimental (%)
tedrica (mg) (mg)
Peptideo redox: Fc-Glu-Gly-Ser-Gly-Ser-Cys 77.7 66 85

Como resultado da sintese e purificacdo por CLAE, foram obtidos 5 mg de peptideo redox,
com uma alta porcentagem de pureza (>98%), muito similar ao reportado no trabalho de Santos,
etal. (2015), que obtiveram conjugados de peptideo redox com uma porcentagem de pureza >99%.

Nas Figuras 17 e 18 pode ser visto os cromatogramas dos peptideos bruto e puro.
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Figura 17: Perfil cromatografico do peptideo redox Fc-Glu-Gly-Ser-Gly-Ser-Cys: (a) bruto (b) puro, com
grau de pureza >98%

O produto desejado teve um tempo de retencdo de 12.6 minutos, como pode se ver pelo
maior pico observado na Figura 17a. O cromatograma de analise de pureza mostra um perfil puro

onde pode se observar apenas o pico do peptideo redox em 12.6 minutos. (Figura 17b).

wlania. | oMS, 7.5-8 Brnim #(310-3705

K10 4 ‘//

154

10+

23 #BA.4
[ 1 - i . |
250 SO0 TED 1000 1250 1500 1750 2000 mz

0o

Figura 18: Espectro de massas referente ao peptideo de massa molar de 777.0 g mol *
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O perfil obtido por MS mostrou um pico com massa molar de 778.3 g mol™ confirmando
a obtencio do peptideo desejado de massa molar tedrica 777.0 g mol™. A variagio entre a massa
obtida por espectrometria e a massa tedrica se deve a protonagdo da amostra pelo equipamento que
faz parte do requerimento de ionizacdo das substancias para anlise por técnica espectrométrica.
Assim, a obtencdo do peptideo redox esperado com um alto grau de pureza foi confirmada por
CLAE e MS.

4.2. CARACTERIZACAO DA SAM POR TECNICAS ELETROQUIMICAS

As propriedades cinéticas e termodinamicas da SAM de peptideo (SAM-pep) foram
determinadas por VC e ECE, assim como a reversibilidade e, portanto, estabilidade do sistema
formado pelo eletrodo funcionalizado com SAM-pep. Assim, a resposta da densidade de corrente
(J) em fungéo do potencial (V) foi monitorada em diferentes velocidades de varredura de 0.01 V
staté 1.0 V s (em passos de 0.05 V s?) na faixa de potencial entre 0.1 V até 0.5 V em relagéo a
uma referéncia eletroquimica Ag|AgCI.

Com base na relagdo entre a corrente de pico anddico (lpa) contra a velocidade de varredura
(V s1) se obteve uma reta de regressdo linear (r? = 0.996) (Figura 19b), mostrando uma correlagio
eminentemente linear. Usando o coeficiente angular desta reta, calculou-se a densidade de estados
redox ocupados (RDOS, Sigla em inglés para Redox Density of State Occupied) imobilizada sobre
o eletrodo sendo que o valor enconhtrado foi de 1.13 x10°2° mol cm™, correspondente ao niimero
de centros redox. Ainda analisando os dados obtidos por CV, foi calculado o potencial formal do
sistema (ou potencial de meia onda, E12), em torno de 0.34 V) (Figura 20). A variacao de potencial
entre os picos anodico e catodico a uma velocidade de varredura de 0.1 V s foi de ~0.014 V,
muito proxima do valor tedrico para oxi-reducdo envolvendo a troca de 1e que deveria ser de 0 V
(Eckerman et al., 2010). Se observou também que razao de picos anddico e catddico (Jpa/Jpc) foi
proxima de 1 a diferentes velocidades de varredura, o que indica simetria entre os picos de
corrrente.

Um sistema eletroquimicamente reversivel esta definido por trés caracteristicas: (1)
Simetria de picos de corrente; (2) linearidade na relagdo entre a corrente de pico e a velocidade de
varredura e (3) a diferenca de potencial entre os picos anddico e catodico deve ser de 0 V (AEp =
0) a baixas velocidades de varredura (Eckerman et al., 2010). O sistema eletroquimico em questédo

cumpriu com estes parametros, 0 que é pré-requisito para um sistema eletroquimicamente estavel,
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necessario a uma plataforma eletroquimica a ser usada em sensores capacitivos redox (Bueno et
al., 2012)
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Figura 19: a) Voltamogramas da monocamada do peptideo redox a diferentes velocidades de varredura.
b) Distribuicao das alturas dos picos de corrente anddicos (pontos pretos), em relacéo as velocidades de
varredura, comparados com uma curva de ajustamento linear (R2=0.996) dos dados (reta vermelha).
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Figura 20: Voltametria Ciclica para SAM do peptideo redox. As linhas indicam o potencial de meia onda
ou potencial formal (0.34 V), e potencial considerado como redox out ou regido ndo-faradaica (0.15 V),
onde a medidas por ECE foram realizadas. A presenca dos picos anddicos e catddicos na SAM de peptideo
(linha vermelha), que estao ausentes no ouro polido (linha preta) é a evidencia caracteristica do sucesso
na imobilizacdo do peptideo com atividade redox sobre o eletrodo de ouro. Medidas realizadas em 20 mM
de TBACIO, dissolvidos em ACN e agua deionizada (Milli-Q) (20:80 v/v) como eletrélito de suporte entre
os potenciais de 0.1 V a 0.5 V com velocidade de varredura de 0.1 V s™.
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As caracterizagdes da SAM por ECE foram realizadas no potencial de meia onda E,
(resultante de calcular a meia dos potenciais de pico anddico e catodico na VC), que € a regiao de
dominio da atividade faradaica na corrente. Estas medidas também foram realizadas em um
potencial de dominio nao-faradaico da corrente, ou como definido aqui fora da janela redox do
sistema (E,,;, redox out ou regido nao-faradaica, 0.2 V), ambos potenciais indicados na Figura
20. Os dados de impedancia e capacitancia estdo representados nos graficos de Nyquist (Figura
21). Nesta abordagem, os valores de capacitancia sdo determinados com base no didmetro do
semicirculo no grafico capacitivo de Nyquist. A partir dos valores de capacitancia fica evidente a
distingdo entre a resposta capacitiva observada no E,,; (gréafico inserido na Figura 21b) e a
capacitancia eletroquimica observada quando a medida é realizada no E; /,. No primeiro caso, 0s
fendmenos ndo-faradaicos sdo dominantes podendo se considerar a resposta de capacitancia como
se fosse unicamente devido a dupla camada elétrica (C,4;), com valores de aproximadamente 25 pF
cm2. J& nas medidas realizadas no E; /,, a contribuicdo eletroquimica a capacitancia fica evidente

(Cz + Cq4;), sendo que o valor observado € de aproximadamente 283 uF cm™.
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Figura 21: Diagramas de Nyquist: a) Impedancia e b) dados de capacitancia derivados das medidas em
a) para a monocamada no potencial redox (circulos pretos), da monocamada fora do potencial redox
(tridngulos verde) e do ouro puro (triangulo vermelho). Claramente a capacitancia aumenta de
aproximadamente 6 uF cm™ no ouro polido para 283 pFcm™ no potencial de meia onda (Redox in) do
eletrodo modificado. Medidas realizadas em 20 mM de TBACIO. dissolvidos em acetonitrila e dgua
deionizada (Milli-Q) (20:80 v/v) como eletrélito de suporte entre as faixas de frequéncia de 0.01 Hz a 1.0
MHz.
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Na Figura 22 estdo representados os dados de capacitancia real e imaginaria em fungéo da
frequéncia (graficos de Bode) para as medidas de Au polido, SAM na regido nao-faradaica (redox
out) e SAM no £/, (redox in). A Figura 22b ilustra os dados da capacitancia imaginaria em que
o principal pardmetro a ser observado é a escala de tempo da variacao de transferéncia de elétrons
no sistema (z,.) (Bueno et al., 2013), a qual pode ser obtida diretamente pelo pico na capacitancia
imaginaria conforme indicado na figura. Para as medidas na regido faradaica foi observado o valor
de 7, igual 0.17 s (6 Hz), indicando um processo de carregamento/descarregamento
completamente faradaico, é dizer que envolve a transferéncia de elétrons. Enquanto que nas
medidas na regido fora do potencial redox, se encontrou um z,. de 0.003 s (300 Hz), indicando um

processo de carregamento ndo faradaico ou sem transferéncia de elétrons.
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Figura 22: Variacdo da capacitancia em funcdo da frequéncia. a) Variacdo da capacitancia real e b)

Variacéo da capacitancia imaginaria. SAM no potencial redox (Pontos prettos. Frequencia = ~6 Hz; 7y =

~0.17 s). SAM potencial redox out (Triangulos verdes. Frequéncia: ~35 Hz). Ouro puro (Triangulos
vermelhos. Frequéncia: ~300Hz).
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Figura 23: Curva Gaussiana representando a dispersdo da Densidade de Estados Redox (RDOS) para
SAM de peptideo ancorado com ferroceno. O nimero de RDOS se calcula derivando a area embaixo a
curva. O nimero de RDOS é 7.14 x 107, Para o caso particular do ferroceno, o nimero de estados é
proporcional ao nimero de moléculas. A curva ja estad normalizada pela area do eletrodo, portanto, basta
dividir a &rea embaixo a curva pela carga elementar para obter o nimero de moléculas redox, neste caso
0 numero de moléculas de peptideo ancoradas com ferroceno.

As medidas de reposta em frequéncia fixa (neste caso 0.12 Hz) com varredura de potencial
foram realizadas entre os potenciais de 0.1 V a 0.5 V em 20 diferentes valores de potencial.
Analisando-se os dados de capacitancia real (C’) em fungdo da energia (E) medida através do
potencial (V) fornecido, obtém-se uma curva Gaussiana conforme ilustrado na Figura 23. O pico
de capacitancia nesta medida estd em concordancia com o valor de potencial formal obtido nas
medidas de CV (0.34 V), indicando que a natureza da atividade eletroquimica associada a
capacitancia neste potencial € maximizada. A integral desta Gaussiana mostrada na Figura23
permite calcular a densidade de estados redox ocupados (RDOS - sigla em inglés para Redox
Density Occupied States). Isto porque, considerando-se que 0 processo redox em questdo envolve
a troca de um Unico elétron em cada molécula (Fc*+ e"— Fc), o nimero de estados por molécula
de ferroceno ancorado ao eletrodo é igual a 1. Portanto 0 RDOS (N) total é igual ao numero de
moléculas sobre a superficie do ouro, ou em outros termos, 0 RDOS ¢ igual ao grau de

recobrimento molecular (I') da superficie de ouro pelo peptideo redox obtido anteriormente.
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Consequentemente, ao se calcular o RDOS, obtém-se também a densidade de moléculas

imobilizadas sobre o eletrodo. O célculo do RDOS foi realizado de acordo a seguinte equacao:
N 1
N=T=[]dN=-[Cypav

Onde (dN) é o diferencial do RDOS; e é a carga elementar, que é uma constante (-
1,60x10~*° Coulombs); Cy ou C'é a componente real da capacitancia medida.

Vale ressaltar que neste caso particular a componente real da Capacitancia
(€ ou €") medida pode ser considerar equivalente a Capacitancia eletroquimica (C ), devido
a fato que a contribuigéo dos processos ndo faradaicos em €’ no E; /, envolvidos na Capacitancia
eletroquimica, podem ser sdo considerados despreziveis, como explicado por Bedatty et al., 2015.

Tambeém vale lembrar que C(y, se deriva do fato que o potencial eletroquimico i € igual a
carga elementar (e) multiplicada pelo potencial elétrico aplicado (V).

Por meio da integral da Gaussiana da Figura 23, foi obtido um valor de densidade
molecular na ordem de 1.32 x 101° mol cm, muito préximo daquele obtido por CV (1.13 x107°
mol cm?).

Assim, nas duas metodologias apresentadas aqui, os resultados obtidos foram préximos,
ficando também na mesma ordem de grandeza que o recobrimento reportado na literatura para
outras SAM confeccionadas com peptideos ou tioladas (Fernandes et al., 2014; Santos et al., 2014;
Piccoli, 2015) (Tabela 6). No entanto, as SAM tioladas apresentam um grau de cobertura maior,

0 que representa a formacdo de SAM mais compactas que as SAM confeccionadas com peptideos.

Tabela 6: Comparacao Superficie de recobrimento molecular em diferentes tipos de SAM.

SAM Superficie de recobrimento
molecular (mol cm)
Fc-Glu-Gly-Ser-Gly-Ser-Cys 1.13 x 10710-1.32 x 10710

Ac-Cys-Ala-Ala-Lys(Fc)-Ala-Ala-COOH 1.2 x 1010
(Santos et al., 2014) '

Ac-Cys-IIe_—IIe-I__ys(fc)-IIe-IIe-COOH 0.4 x 1010

(Piccoli et al., 2016)
Tiolada (Fernandes et al., 2014) 3.0 x 1010
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4.3. ENSAIO DE ELISA

Os resultados do ensaio de ELISA foram positivos tanto para o par NS1 (R?=0.99) (Figura
24 “a” ¢ “b”) quanto para o par CRP (R? = 0.99) (Figura 24 “c” e “d”), dado que as concentracdes
testadas de ambas as proteinas deram resultados de absorbancia muito superiores ao branco (BSA),
superando os 20% considerados suficientes para um resultado positivo com a utilizacdo de esta
plataforma. Portanto, sendo possivel confirmar a interacdo antigeno-anticorpo, tanto do par CRP

quanto do par NS1.
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Figura 24: Ensaio de ELISA dos pares antigeno-anticorpo para NS1 e CRP: a) Dados de
absorbancia e fotografia amostrando a reacdo colorimétrica de diferentes concentracGes de
antigeno-NS1 vs. o anticorpo-NS1, b) Curva analitica das 5 menores concentracgdes de antigeno
(NS1) testadas no ensaio, demonstrando uma boa interacdo do par (R? = 0.99), ¢) Dados de
absorbancia e fotografia amostrando a reacdo colorimétrica de diferentes concentracfes de
antigeno-CRP vs. o0 anticorpo-CRP, d) Curva analitica das 4 menores concentracgdes de antigeno
(CRP) testadas no ensaio, demonstrando uma boa interac&o do par (R?= 0.99)
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4.4.ENSAIOS DE RESPOSTA DA SAM COMO SUPERFICIE DE
BIOSSENSORIAMENTO

4.4.1. ENSAIO DE ESTABILIDADE DA SAM

O controle de estabilidade do sistema se realizou de acordo com o procedimento descrito na

seccao caracterizando cada etapa por CV e ECE (Figura 25).
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Figura 25: a) Curvas de Nyquist: Capacitancia e Impedancia (acima), e b) Graficos de Bode. Incubagao
em PBS pH 7.4 por 11 vezes, simulando a incubacéo com target. Porém as trés primeiras medi¢des (PBS
1, PBS 2 e PBS 3) se consideram verdadeiros brancos. Medidas realizadas em solugéo 20 mM de TBACIO4
dissolvido em acetonitrila e agua deionizada (Milli-Q) (20:80 v/v) como eletrolito de suporte entre as faixas
de frequéncia de 0.03 Hz a 1.0 MHz.

Observando tanto as curvas de Nyquist, quanto o grafico de Bode, pode se observar que a
variacdo entre as 11 medidas € minima, mostrando que a SAM tem uma grande estabilidade de
sinal, sendo ndo responsiva por longo tempo a solugdes eletroliticas ndo proteicas. No entanto,
para poder confirmar esta auséncia de resposta, se realizou uma prova estatistica qualitativa

simples, ou seja, se calculou a variagdo da resposta relativa (ARR o) de acordo com a seguinte
equacdo: ARR(yy = [(Rn — Ro)/Ry] *100. Onde, R, = 1/C—n, que representa o inverso da

capacitancia redox media (definida como Crou Cy ) para cada concentragao de proteina ou solucao
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(p.e. PBS) ensaiada no sensor; R, = 1/ Cﬁ0 , representa inverso da capacitancia redox media dos

brancos.
Os dados foram apresentados num gréafico de barras (Figura 26), mostrando a variagao de

ARR ), com os correspondentes desvios padroes relativos de cada medida que foi realizada em

triplicata.
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Figura 26: Grafico de barras, representando a variagdo de sinal relativo (ARRv,)) entre as medidas
realizadas com PBS. Meia Brancos refere-se a meia de ARR v, das trés primeiras incubages com PBS.

Como pode ser observado no grafico de barras (Figura 26) o ARR ;) varia entre 1% e -
4%. Por outro lado, o desvio padrdo para cada medida, varia entre 0.1 a 1% do ARR «,. Portanto,
poderia se afirmar que a variagdo observada entre as medidas, ndo € muito maior que a variacdo
observada entre as repeti¢des de uma mesma medida. Concluindo-se, desta forma, que a variagdo
entre medidas realmente se deve principalmente a oscilag@es inerentes do sistema (“ruido”) e ndo

a resposta do sensor.
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4.4.2. CONTROLE DE SUPERFICIE

Os controles de superficie do sistema se realizaram de acordo com o procedimento descrito
na seccdo 3.2.2.3, utilizando a proteina HSA em lugar do alvo, para verificar a auséncia de
interacdo entre o sistema e outras proteinas inespecificas que pudessem ser consideradas potenciais
interferentes. O resultado da comparacéo entre a resposta do sistema diante dos brancos, a proteina

inespecifica e 0 alvo se mostra nas Figuras 27 e 28
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Figura 27: Grafico de barras, estabelecendo a diferenca de ARR v,y do sensor para a interagdo especifica
do par antigeno/anticorpo CRP, a uma concentra¢do 0.5nM de alvo (antigeno CRP) comparada com
ARR(,y do sensor para a interacdo antigeno CRP-controle negativo, a uma concentragéo 1.5 nM do
controle negativo (triplo da concentragdo de alvo). O controle negativo foi realizado com a proteina HSA.

A Figura 27 nos permite observar que a ARR(,, do sensor para o analito de interesse
(proteina C-reativa), foi mais do que o dobro quando comparada com a ARRy,, ao triplo da

concentragédo do controle negativo (HSA). Esta diferenca de resposta pode ser tomada como um
indicativo da utilidade do sistema testado como superficie de biossensoriamento para amostras

complexas.
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A continuacdo se mostra a comparacdo da resposta do sistema funcionalizado com o
anticorpo NS1 diante do alvo (antigeno NS1), comparado com a resposta do mesmo sistema diante

de uma proteina inespecifica e abundante no soro sanguineo como € a proteina HSA.
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Figura 28: Grafico de barras, estabelecendo a diferenca de ARR ) do sensor para a interagdo especifica
do par antigeno-anticorpo NS1, a uma concentragdo 2 pg ml™ de alvo (antigeno NS1) comparada com
ARR v, do sensor para a interagdo antigeno NS1-controle negativo na mesma concentragdo 2 pg ml™ do
alvo. O controle negativo foi realizado com a proteina HSA

A diferenca de sinal observada entre a méaxima concentracdo de antigeno NS1 testada,
comparada com o sinal detectado para a proteina HSA testada na mesma concentracdo do analito,
mostrou especificidade do sistema para a deteccdo do antigeno NS1, ja que o sinal de resposta

diante do alvo foi mais de 5 vezes maior do que o sinal observado para a proteina inespecifica.

4.4.3. ENSAIOS DE RESPOSTA DA SAM DIANTE DAS INTERACOES
ANTIGENO-ANTICORPO

4431 PARCRP

O ensaio de interacdo especifica do par CRP foi realizado de acordo com o procedimento

descrito na secgdo 3.2.2.4.1, para verificar a resposta do sistema diante a interacdo antigeno-
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anticorpo de um par proteico ja utilizado com sucesso em sistemas impedimétricos e capacitivos.

A resposta do sistema pode se observar através dos graficos de Nyquist e Bode na Figura 29.
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Figura 29: Curvas de Nyquist: Capacitancia e Impedancia (acima). Incubacao em 5 dilugdes de proteina
C-reativa, diluida em PBS pH 7.4. Pode se observar o decaimento da capacitancia redox desde ~90 uF cm
2 ap6s o bloqueio até ~50 uF cm apds da incubagdo com a menor concentragéo de antigeno, o que sugere
que o sensor tem sensibilidade de resposta dentro da faixa de concentracdes de proteina adicionada.
Medidas realizadas em solugdo 20 mM de TBACIO4 dissolvido em acetonitrila e 4gua deionizada (Milli-
Q) (20:80 v/v) como eletrolito de suporte entre as faixas de frequéncia de 0.01 Hz a 1.0 MHz.

Como pode se observar pelo decaimento da capacitancia redox, desde a etapa do bloqueio
com etanolamina (~90 pFcm™) até a Gltima concentracdo de proteina C-reativa, ensaiada (~50
pFcm™2), a resposta do sensor para o par antigeno-anticorpo CRP, demonstrou sensibilidade dentro
da faixa de concentracfes de antigeno ensaiada. No entanto, para confirmar a correlagdo entre a
resposta do sensor e as concentragdes de proteina testadas, se realizou uma regressdo linear simples
(Figura 30), realizando a transformacdo logaritmica dos dados de concentracdo de antigeno e

calculando a variagdo da resposta relativa (ARR ), a partir da resposta capacitiva. Também foi

realizada uma comparagdo mediante regressdo linear da resposta da plataforma diante o par CRP
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contra a resposta da plataforma frente a interacdo do anticorpo CRP com a proteina HSA. Os

resultados desta comparagdo podem se observar na Figura 31.

100
® Curva analitica
Regressao linear
g 80 1
—
-
o _
::;c 60 - y= 30.73x + 37.28
R?=0.96

mI:
3 ¢
T 40 -

S
&
% 20 -

0 ¥ LA L I B B N ] ' LI B B BB BN | v LI B B
0.1 1 10 100

Log [CRP] (nM)

Figura 30: Curva de regressao linear simples, mostrando a relacéo entre o logaritmo da concentragéo de
analito (antigeno CRP), e a ARRw) do sensor. O coeficiente de determinacdo da reta (R?) foi de 0.96,
confirmando a correlagdo linear entre a concentracdo de analito e a variagdo da resposta relativa do
sensor (ARR ().

O resultado obtido da regresséo linear (R?=0.96) neste ensaio evidenciou uma correlagio
linear aceitavel entre a concentracdo do analito (antigeno da proteina C-reativa) e a ARR(%), que
era 0 comportamento esperado. Além do mais, os desvios padrdes relativos calculados para cada

medida foram bastante menores que a variacdo observada entre medidas.
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Figura 31: Curva analitica obtida a partir da curva de Nyquist para dados de capacitancia para a proteina
C-reativa. A resposta linear é obtida tragando o inverso da variacao da capacitancia redox média (definida
como ACr ou 4Cy), calculada da seguinte forma: 1/4Cr = (1/Crq)-(1/Cro), onde 1/Cr, € o inverso da
capacitancia redox media do biossensor depois de exposto a solugdo proteica, e 1/Cro é 0 inverso da
capacitancia redox média do biossensor depois de exposto ao branco ou bloqueio), contra o logaritmo da
concentracdo de CRP. O ajuste da regressao linear foi de 96%.

Os resultados observados nas Figuras 29 a 31, demonstram que o biossensor foi
responsivo diante a interacdo antigeno-anticorpo para o par CRP, e ndo responsivo diante da

proteina HSA, apresentando sensibilidade e especificidade, diante as proteinas testadas.

443.2. PARNS1
O ensaio de interacdo especifica do par NS1 foi realizado de acordo com o procedimento
descrito na seccdo 3.2.2.4.2, para verificar a resposta do sistema diante da interacdo antigeno-
anticorpo do par proteico de interesse. A resposta do sistema pode se observar através dos graficos

de Nyquist na Figura 32.
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Figura 32: Curvas de Nyquist para a proteina NS1: Capacitancia e Impedancia (acima). Incubacéo em 7
dilugdes de proteina NS1, diluida em PBS pH 7.4. Pode se observar o decaimento da capacitancia redox
desde ~90 pF cm? apds incubagdo com branco até, ~70 puF cm? apds da incubagdo com a menor
concentragdo de antigeno, o que sugere que o sensor tem sensibilidade de resposta dentro da faixa de
concentracgdes de proteina adicionada. Medidas realizadas em solugdo 20 mM de TBACIO4 dissolvido em
acetonitrila e agua deionizada (Milli-Q) (20:80 v/v) como eletr6lito de suporte entre as faixas de frequéncia
de 0.01 Hza 1.0 MHz.

Existiu uma variacdo da capacitancia redox entre o branco e as diferentes concentracdes de
antigeno NS1 testadas, demonstrando sensibilidade do sensor diante as interacBes antigeno-
anticorpo para o par de interesse, no entanto, a resposta grafica, através das curvas de Nyquist, ndo
foi tdo evidente quanto a resposta obtida para o par CRP. No entanto a andlise de regressao linear
e a comparacdo com o controle de superficie parecem indicar uma correlacdo positiva entre a

resposta do sensor e concentragdo do alvo NS1 (Figura 33).
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Figura 33: Curva analitica obtida a partir da curva de Nyquist para dados de capacitancia. A resposta
linear ¢ obtida tragando o inverso da variagdo da capacitancia redox media (definida como ACr ou A4Cy),
calculada da seguinte forma: 1/4Cr = (1/Cry)-(1/Cry), onde 1/Cr, é 0 inverso da capacitancia redox média
do biossensor depois de exposto a solucéo proteica, e 1/Cro é o inverso da capacitancia redox média do
biossensor depois de exposto ao branco ou blogueio), contra o logaritmo da concentracdo de CRP. O
ajuste da regresséo linear foi de 93%.

O ajuste de regressao linear (93%) para a curva de calibracdo da proteina NS1 no sensor,
mostrando uma correlacdo linear direta entre o sinal medido no sensor e a concentragéo do alvo, o
que se corrobora ao comparar dita curva com o controle de superficie obtido mediante incubacéo
de diferentes concentracdes de proteina HSA no sensor imobilizado com anticorpo NS1. Dito
ajuste foi aceitavel, porém menor que o obtido por Ceccheto (2014) em ensaios de EIE (97%) e
ECE (98%), utilizando biossensores confeccionados com SAMs de alcanotiois para detectar a
proteina NS1.

A variacdo da resposta relativa do sensor (ARR(xy)) diante as diferentes concentracGes de

proteina NS1 pode se ver na Figura 34:
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Figura 34: Curva de regressao linear simples, amostrando a relacéo entre o logaritmo da concentracéo
de analito (antigeno NS1), e a ARRw) do sensor. O coeficiente de determinacéo da reta (R?) foi de 0.93,
confirmando a correlagéo linear entre a concentracdo de analito e a variagdo da resposta relativa do
sensor (ARR ).

Mesmo a resposta ndo sendo a esperada, o biossensor foi sensivel diante as interacdes
antigeno-anticorpo do par NS1. Além do mais, a comparacgdo de resposta do par NS1 respeito do
controle de superficie realizado funcionalizando o biossensor com o anticorpo NS1 e ensaiando
diferentes concentrac@es de proteina HSA, demosntrou que o biossensor é também seletivo, o que
pode se atribuir a capacidade da SAM peptidica de formar camadas de solvatacdo anti-incrustantes,
assim como também ao fato que os anticorpos testados ndo apresentam interacGes inespecificas

com outras proteinas como é o caso da HSA.
5. CONCLUSAO

Foi obtido um peptideo com caracteristicas redox e capacidade de formagdo de SAM sobre
a superficie do ouro, ou seja, com as caracteristicas necessarias a aplicacao analitica visada neste
trabalho. Estas caracteristicas foram confirmadas através da caracterizagdo do mencionado
peptideo por técnicas como VC e ECE. Adicionalmente, aplicando-se técnicas como a varredura

de potencial foi possivel demonstrar que as monocamadas formadas pelo peptideo redox possuem
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densidade molecular superficial comparavel com a de monocamadas automontadas
confeccionadas com outros peptideos ja reportadas na literatura. O peptideo é apropriado para
imobilizacdo de anticorpo e, portanto, por todas as caracteristicas mencionadas, as monocamadas
automontadas formadas com ele s@o potencialmente Uteis no desenvolvimento de biossensores
capacitivos eletroquimicos. Adicionalmente se testou a estabilidade da SAM, simulando o tempo
e 0 numero de medidas de analito a serem realizadas durante a execucao de uma verdadeira curva
analitica com proteina e se observou que durante esse tempo e com um ndmero similar de
repeticdes de branco, a monocamada peptidica mostrou minimas mudangas do sinal relativo e sem
um padrdo de tendéncia, 0o que sugere a estabilidade dela durante o tempo requerido para a

realizacdo de um experimento.

Por outro lado, o sistema de biossensoramento mostrou sensibilidade estatisticamente
significativa diante das interaces antigeno anticorpo, utilizando dois pares proteicos. Ele também
mostrou especificidade ao ndo apresentar resposta significativa diante de incubagbes com
diferentes concentracdes de uma proteina inespecifica. No entanto, para a obtencdo de uma
plataforma capacitiva util para a realizacdo de analises em amostras clinicas, € necessario realizar
outros tipos de ensaios que incluem: ensaios de especificidade da plataforma diante de outras
proteinas como a proteina NS1 proveniente de outros flavivirus diferentes do DENV; ensaios da
proteina diluida em soro negativo e ainda a possibilidade de ensaiar outro tipo de bioreceptores
além dos anticorpos, como por exemplo aptameros para poder melhorar a intera¢do do alvo com a
plataforma de biossensoriamento. Também é recomendével realizar um maior nimero de
repeticbes dos experimentos que possam garantir a repetibilidade e a obtencdo de curvas de

calibracdo com maior significancia estatistica.
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