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RESUMO

A presente tese reune os estudos e esforcos dedicados ao desenvolvimento de
imunossensores eletroquimicos baseados em nanoparticulas de ouro recobertas por
polimeros condutores redox para o monitoramento de biomarcadores de interesses clinicos.
ModificacBes genéticas e epigenéticas sdao fendmenos com ocorréncia natural, sendo a
principal responsavel pela diversidade entre organismos. Contudo, fatores ambientais podem
influenciar as taxas de muta¢Ges havendo como consequéncia doencas graves como o cancer.
Assim, o desenvolvimento de tecnologias confidveis e acessiveis que possibilitem o
monitoramento de biomarcadores indicadores de anomalias genéticas pode auxiliar no
diagnostico precoce, aumentando significativamente as chances de recuperagao. Por esse
motivo, foram construidos dois imunossensores eletroquimicos baseados em espectroscopia
de impedancia eletroquimica (EIE) para deteccdo e quantificacdo dos biomarcadores de
espécies de DNA metilado e facilitador de transporte de glicose 4 (GLUT-4). Os materiais
nanocompositos desenvolvidos foram obtidos por técnica de eletropolimerizacdo em etapa
Unica, tendo como base os mondémeros de Bismark Brown Y (BBY) e Tionina (TH). Os filmes
formados foram caracterizados por microscopia eletrénica de varredura de alta resolucdo
(MEV-FEG), revelando nanoestruturas de ouro recobertas pelos polimeros condutores redox.
Para imobilizacdo dos anticorpos sobre a superficie dos nanocompdsitos foi utilizada a
estratégia de adsorcdo fisica para o poli(TH)-AuNPs e por ligacdo covalente para o poli(azo-
BBY)-AuNPs. No melhor de nossos esforcos, foi verificado que o mecanismo de deteccdo
proposto na presente tese é inédito na literatura. Ele foi baseado na utilizacdo do oxigénio
dissolvido como mediador redox, ndo sendo preciso etapas extras para a marcac¢do ou adi¢do
de mediadores redox na solucdo de anadlise. Por fim, verificou-se o desempenho analitico dos
imunossensores, onde o imunossensor de poli(azo-BBY)-AuNPs apresentou limites de
deteccdo de 0,64 pg mL?! para espécies de DNA metilado enquanto o imunossensor de
poli(TH)-AuNPs apresentou limite de deteccdo de 38,0 pg mL:. Ambos os valores s3o

satisfatorios para aplicacao na andlise de amostras de interesses clinico e académico.

Palavras—chave: Sensor de DNA Metilado. Sensor de GLUT-4. Imunossensor eletroquimico.

Nanoparticula de ouro-polimero. Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica.



ABSTRACT

The present thesis the studies and efforts dedicated to the development of
electrochemical immunosensors based on gold nanoparticles coated with redox conducting
polymers for the detection of biomarkers of medical interest. Genetic and epigenetic
modifications are naturally occurring phenomena, being the main responsible for the diversity
among organisms. However, environmental factors can influence mutation rates resulting in
serious diseases such as cancer. Thus, the development of reliable and accessible technologies
that allow the monitoring of biomarkers showing genetic anomalies can help in early
diagnosis, significantly increasing the chances of recovery. For this reason, two
electrochemical immunosensors were constructed based on electrochemical impedance
spectroscopy (EIS) for the detection and quantification of biomarkers of methylated DNA
species and glucose transport facilitator 4 (GLUT-4). The nanocomposite materials developed
were obtained by single-step electropolymerization technique, based on Bismarck Brown Y
(BBY) and Thionine (TH) monomers. The formed films were characterized by field emission
gun scanning electron microscopy (FEG-SEM), revealing gold particles covered by redox
conducting polymers. For the immobilization of antibodies on the surface of the
nanocomposites, the strategy of physical adsorption was used for poly(TH)-AuNPs and by
covalent bonding for poly(azo-BBY)-AuNPs. In the best of our efforts, was verified that the
detection mechanism proposed in the present thesis is unprecedented in the literature. It was
based on the use of dissolved oxygen as a redox mediator, requiring no extra steps to label or
add redox mediators to the analysis solution. Finally, the analytical performance of the
immunosensors was verified, where the poly(azo-BBY)-AuNPs immunosensor presented
detection limits of 0.64 pg mL* for methylated DNA species while the poly(TH)- AuNPs had a
detection limit of 38.0 pg mL™. Both values are satisfactory for application in the analysis of

samples for clinical and academic interests.

Keywords: DNA methylation sensor. Glut-4 sensor. Electrochemical immunosensor. Gold

nanoparticle-polymers. Electrochemical impedance spectroscopy.
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1. Introdugao
1.1. Mutagdes Genéticas e Epigenética
O 4cido desoxirribonucleico (DNA) é um composto organico com a funcdo de fornecer
o codigo genético dos seres vivos (SINDEN; WELLS, 1992; PEARSON; EDAMURA; CLEARY, 2005;
LOEWE; HILL, 2010). Em células eucariontes, o DNA fica confinado no nucleo celular na forma
de cromossomos. Os cromossomos sdo conjuntos de nucleossomas onde as fitas de DNA se

encontram organizadas (Figura 1).

Figura 1-Imagem ilustrativa da localizacdo e estrutura do DNA em uma célula eucarionte. A
mutacdo genética ocorre por alteragdo na sequéncia do codigo genético.
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Fonte: Autoria proépria.

As mutacbes no DNA, ou mutagOes genéticas, sdo definidas como alteragbes na
sequéncia do cddigo genético presentes no DNA (SINDEN; WELLS, 1992; PEARSON;
EDAMURA; CLEARY, 2005; LOEWE; HILL, 2010). Essas mutacGes podem ocorrer em diferentes
niveis, podendo ser classificadas de acordo com o modo de alteracdo do cddigo, tal como
mutacdo pontual, por exclusdo, por insercao e por translocacao, e apresentar diferentes
formas de consequéncias (LOEWE; HILL, 2010).

Um famoso exemplo da consequéncia de uma mutacdo genética é o caso da Anemia
Falciforme, sendo resultado de uma alteracdo no gene responsavel pela formacdo da
hemoglobina (TAYLOR 6TH et al.,, 2008; JARRETT et al., 2016). A expressdo genética
responsavel pela formacdo da beta hemoglobina possui 147 aminodcidos. A simples

substituicdo de um Unico aminodcido (mutacdo pontual) tem como consequéncia a formacao
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da proteina da hemoglobina na forma falciforme. Como consequéncia, ha uma diminuicao na
eficiéncia da oxigenacdo de tecidos devido a alteracdo da estrutura tridimensional da
hemoglobina. Contudo, é importante destacar que nem toda mutagao genética pode resultar
em consequéncias diretas e/ou de grandes magnitudes. De fato, algumas mantem-se
silenciadas no individuo.

Qualquer célula pode ter seu material genético alterado. A alteracdo pode ocorrer por
influéncia de fatores externos como, exposicdo quimica ou radiacdes eletromagnéticas
ionizantes (por exemplo, radiacdo ultravioleta e de raio X), ou mesmo por fatores naturais
decorrentes de erros durante a replicagdo (MATSUMURA; ANANTHASWAMY, 2004; HUNTER,
2005; FEIL, 2006; SKINNER; GUERRERO-BOSAGNA; HAQUE, 2015). Caso essa mutacdo ocorra
em uma célula germinativa (dvulos ou espermas) ela poderd ser transmitida para seus
descendentes, estando presente em cada célula do desenvolvimento embriondrio. Por sua
vez, se a mutacdao ocorrer em qualquer outra linhagem de célula, essa mutacdo ndo sera
transmitida para seus descendentes, sendo classificada como mutacdo somatica.

Enquanto a genética dedica-se ao estudo das mutagdes supracitadas, a epigenética
direciona esforgos para compreender como as células regulam a atividade genética sem
necessidade de alterar a sequéncia do DNA (Figura 2) (A.; DAIYA, 2001; LARSSON; CASTILHO;
GIANNOBILE, 2015; PARK et al., 2019; UNNIKRISHNAN et al., 2019).

Essa regulacdo se da pelo “ligamento” ou “desligamento” dos genes pela adicdo de
grupos funcionais a nucleotideos especificos, que irdo influenciar na produgdo de proteinas
em células. Essa regulagdao ajuda a garantir que as células irdo produzir apenas aquelas
proteinas que sdo necessarias para sua funcdo. Garantindo assim, por exemplo, que proteinas
responsaveis pelo crescimento dos 0ssos ndo sejam promovidas em células musculares.
Assim como mutagles genéticas, reacdes epigenéticas podem ser afetadas por fatores
ambientais (SUTHERLAND; COSTA, 2003; FEIL; FRAGA, 2012). Dieta pessoal e exposicdo a
poluentes sdo apenas dois exemplos de uma série de fatores que podem influenciar na
regulacdo epigenéticas de um individuo.

E assim como ocorre com as mutagdes genéticas, as mutagdes epigenéticas também
podem ser transmitidas para gera¢Ges (LILLYCROP; BURDGE, 2015; SCHAGDARSURENGIN;
STEGER, 2016). Dessa forma, o monitoramento e entendimento de modificacdes epigenéticas
sdo de grande importancia para avancos nas areas médicas, seja através de diagndsticos ou

por meio de estudos para o entendimento e desenvolvimento de tratamentos, contribuindo
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com incremento em saude e bem estar populacional (JONES; BAYLIN, 2002; WEI; LILLEHOJ;
HO, 2010; CAMPUZANO et al., 2019).

Figura 2-Representacdo esquematica para mutagdo genética e mutagdao epigenética. O
exemplo apresentado foi baseado na reagao epigenética de metilagao da citosina mediado
pela enzima metiltransferase (DNAMT).

Gene Mutacao Epigenética
Sequéncia de Nucleotideos Quebra ou alteracdo da sequéncia Alteracdo de grupos funcionais
de nucleotideos dos nucleotideos
® D @ ® @ ]

Nucleotideos

(Citosina, Guanina, Adenina, Timina)

Citosina 5-metilcitosina

Fonte: Autoria propria.
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AR corresponde ao inverso da variacdo da capacitancia redox do sistema (1/Cr), Rm €
o maximo de sinal e [GLUT-4] a concentragdo de 5-metilcitosina. Dessa forma, a partir do
coeficiente linear do grafico foi obtido o valor de (K4sRm)™?, e pelo coeficiente angular o valor

de Rm*. O valor calculado de kq para o presente imunosensor foi de 3,58 L ng™.

5. Conclusao
5.1. Conclusdes Imunossensor para DNA metilado

O presente trabalho apresentou o desenvolvimento de uma nova plataforma
imunosensorial baseada em filme nanocompdsito composto por polimero condutor redox de
Bismarck Brown Y e nanoparticulas de ouro. Através da técnica de eletropolimerizacdo, em
etapa Unica, foi obtida uma estrutura molecular tridimensional de nanoparticulas de ouro em
estrutura de crusters de dimensdes aproximadas de 250 nm encapsuladas por uma fina
camada do azo-polimero.

A analise por técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica permitiu
caracterizar os fendbmenos interfaciais e comparar o desempenho eletroquimico com o
eletrodo composto apenas com o filme de poli(azo-BBY). De fato, a presenca das
nanoparticulas de ouro resultou em aumento do desempenho eletroquimico. Foi alcancado
aumento significativo do valor de area eletroativa pela presenca das nanoparticulas, bem
como aumento da constante de transferéncia eletr6nica frente a molécula de oxigénio
dissolvido.

Em relagao ao desempenho frente a molécula de oxigénio, o filme nanocompdsito
demonstrou aumento do valor de corrente em uma magnitude de aproximadamente 10
vezes. Foi percebido também uma diminui¢cdo do sobrepotencial necessario para a reacao.
Analise por EIE através de modelo de circuito equivalente também demonstrou diminuigao
significativa dos valores de resisténcia de transferéncia de carga bem como aumento da
superficie de drea ativa pelos valores de capacitancia do sistema.

As caracteristicas do polimero permitiram a imobilizacdo do anticorpo por meio de
formacao de ligacdo covalente utilizando um reagente de ligacdo cruzada (glutaraldeido). A
efetividade da formacdo da ligacdo foi comprovada por medidas eletroquimicas, assim como
a caracterizacao de cada etapa da construcao do imunossensor.

Com o imunossensor caracterizado, foi realizada a andlise de seu desempenho a um

padrdo de citosina metilada para construcao da curva analitica. O imunossensor apresentou
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resposta em um intervalo linear de 0,005 a 0,12 ng ml't e um limite de detecc¢do de 0,64 pg
mlt. Os resultados foram satisfatérios e superior ao verificado para o kit comercial de
referéncia usados para o presente estudo, uma vez que amostra com menor concentracao
pode ser utilizadas para a analise.

A constante de ligacdo também foi avaliada. Por meio da isoterma de Langmuir
calculou-se o valor de Kd = 1,20 L umol?, sendo préoximo ao valor verificado para o conjunto
antigeno-anticorpo 5-mC em solugdo, demonstrando que a estratégia de imobilizacdo por
meio de agente de ligacdo cruzada ndo afetou a capacidade de reconhecimento do anticorpo.

Por fim, avaliou-se o imunossensor através da analise de uma amostra real de DNA. O
valor de concentracdo de DNA metilado encontrada teve desvio de apenas 3% em comparacao
ao determinado pelo Kit comercial. Dessa forma, pode-se concluir que as estratégias e
metodologias empregadas na presente tese para o desenvolvimento de um imunossensor
para DNA metilado foram satisfatérias, sendo uma alternativa promissora para andlise de DNA

metilado.

5.2. ConclusGes Imunossensor para GLUT-4

O presente trabalho de tese apresentou os resultados do desenvolvimento de um
imunossensor eletroquimico baseado em filme nanocompdsito de nanoparticulas de ouro
recobertas por polimérico condutor redox de tionina para determinagdao de GLUT-4.

O filme polimérico foi sintetizado por técnica de eletropolimerizacdo utilizando
voltametria ciclica. Os parametros eletroquimicos para otimizagao da sintese, como intervalo
de potencial aplicado, numero de ciclos, velocidade de varredura e eletrélito de suporte foram
analisados por meio de espectroscopia de impedancia eletroquimica buscando os menores
valores de resisténcia de transferéncia de carga da interface polimero/solu¢do. Por meio
desses estudos, importantes parametros foram investigados de forma a contribuir com o
estudo de sintese eletroquimica de polimeros condutores.

Ap0ds otimizacdo dos parametros do filme de poli(TH), foi investigado a construcdo do
material nanocompdsito pela introducdo da nanoparticula de ouro na matriz polimérica. A
sintese do material nanocompdsito foi realizada também por eletropolimerizacdo em etapa
Unica. Utilizando MEV-FEG foram obtidas imagens que permitiram verificar que houve o

crescimento de nanoparticulas na matriz polimérica com dimensées médias de 123 nm.
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Por EIE, foi realizado uma andlise sistematica comparativa entre os filmes de poli(TH)
e poli(TH)-AuNPs, tanto na presenca quanto na auséncia da molécula de oxigénio dissolvido.
Esse estudo permitiu concluir que a presenga das nanoparticulas na matriz polimérica
melhorou o desempenho eletroquimico do filme de poli(TH), aumentando a concentracdo de
centros redox ativos bem como ampliando o sinal eletroquimico para a resposta do polimero
frente a molécula de oxigénio dissolvido. A importancia da ampliacdo do sinal eletroquimico
frente a molécula de oxigénio teve base na prerrogativa de seu uso como mediador redox
substituindo espécies altamente carregadas como ferricianeto.

Modificou-se a superficie do filme nanocompdsito desenvolvido com o anticorpo de
GLUT-4 pela estratégia de adsorgdo fisica. A resposta eletroquimica demonstrou estabilidade
e permitiu a construcdo de uma curva analitica. Por meio da equac¢do da reta obtida através
da curva analitica foi possivel calcular o valor de limite de detec¢do de 38,0 pg ml?. Esse
resultado foi satisfatério e demonstra a potencialidade da estratégia desenvolvida para

analises quantitativas de amostras contendo GLUT-4.
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