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O que é ciéncia?

Embora possa ser uma simples pergunta, hesito afirmar que se possa dizer o mesmo da resposta.
Sobretudo, ao chegar ao final de aproximadamente onze anos de estudos em Quimica, é fundamental
gue eu tenha uma ideia, e que seja uma ao menos confortavel. Penso que eu ndo estou sozinho nessa
indagacdo, e que os meus colegas pesquisadores que frequentemente encontro nos corredores do
instituto também caminharam, a passos largos ou auspiciosos, fatalmente a esse destino. Sempre nos
perguntamos, voltados ao nosso problema, o que acontece dentro de nossas “caixas pretas”, de
nossos “gquebra-cabecas”, muitas vezes duvidosos, outras mais assertivos, mas indubitavelmente
esperangosos em encontrar respostas; e nos esquecemos, talvez, da principal pergunta da qual emana
0s mais variados conhecimentos humanos: afinal, o que é a ciéncia? E consequentemente, para que?
Talvez essa seja apenas uma pergunta existencial daquele que esta prestes a finalizar mais um passo
de uma longa e sinuosa jornada até o topo da colina, na tentativa de encontrar sentido onde
provavelmente ndo haja; ou talvez seja uma pergunta coerente que obrigatoriamente deva ser
respondida por aquele(a) que traga seu destinos na ciéncia, seja como pesquisador(a) ou professor(a).
Esperancosamente, desejo que a segunda op¢do seja a mais correta, dentro das limitagcdes que ainda
carrego no meu caminhar.

Serd ciéncia o poder da explicacdo sobre algo domindvel, perscrutdvel?® Desde o comportamento dos
gregos antigos, em utilizarem “da ciéncia” como fonte de contemplacdo da natureza (talvez como
poetas que enxergavam o mundo), até as ideias modernas de Francis Bacon, classificando-a como
instrumento do qual o homem pode ditar diretrizes a natureza e dela tomar proveito para si mesmo,
existe um turbilhdo de ideias a este respeito. Entretanto, no final de tudo isso o que resulta sdo nossas
percepcBes como cientistas, como atores da pesquisa, e provavelmente existirdo tantas definictes
guanto o numero de definidores, e o debate estendido até a exaustdo. Ndo obstante, sou inclinado a
pensar que o mais importante talvez ndo seja responder a pergunta diretamente, mas em encontrar
sentido nos olhos de quem faz ciéncia, em suas motivacBes, em seus porqués, em seus sonhos. Desta
forma, passo a encarar a ciéncia como meio e ndo como fim, e acredito nela como fonte que pode nos
auxiliar, um dia, a compreender o mundo e talvez quem somos. Quem sabe em fornecer uma
indescritivel leitura do universo que nos faca enxergar a natureza com os olhos admirados de uma
crianga? A ciéncia, talvez, ndo deve ser responsavel em responder todos nossos questionamentos e
afastar a plenitude de nossos medos e incertezas, mas tem seu papel claro quando vislumbramos do
que somos capazes de fazer e, mais importante, do que ndo somos.

A ciéncia para mim, portanto, ndo é responsavel por apenas gerar um conjunto de dados que possa
ser reproduzido, testado, esmiucado até suas infimas partes, testado, aprovado ou recusado. Talvez
ela propria seja em si como uma obra de arte, que possa ser contemplada em varios momentos
historicos e por diferentes culturas. Que possa ser aplaudida ou vaiada, e essencialmente questionada.
Que possa ser o veiculo de profundas descobertas, como os das ondas gravitacionais, de novas formas
de biosensoriamento, de novas interpretacdes do mundo quantico. Seja ela o que for em esséncia,
gue produza sempre o melhor para todos.

“Toda a vida é solugdo de problemas”
(Karl Popper)

® Oliva, A. Filosofia da ciéncia. Rio de Janeiro: Zahar, 2003. Colec3o passo-a-passo, 76 p.



RESUMO

A técnica de espectroscopia de capacitancia eletroquimica foi recentemente utilizada com
sucesso para deteccdo de biomarcadores de interesse clinico, como o caso da proteina
C-reativa (CRP), que esta relacionada com doencas cardiacas e processos inflamatérios. Nesta
tese, esta técnica foi utilizada para desenvolver dispositivos eletroanaliticos com possiveis
aplicacGes para a detecgcdo de trombose, utilizando a proteina biomarcadora D-dimero;
cancer de prostata, por meio da deteccdo da enzima fosfatase acida prostatica (PAP), e
glicoproteina HRP, para possivel deteccdo de células tumorais e como modelo para o estudo
da interacdo lectina-glicoproteina. Além, no Ultimo caso, utilizaram-se também as funcdes de
imitancia como sinal transdutor como possivel aplicagdo em glycoarray. Para a construcdo da
superficie receptora sobre eletrodo de ouro, foram utilizadas duas moléculas diferentes de
tiol (R-SH, sendo R uma cadeia carboénica genérica). A primeira, que contém em sua estrutura
o grupo terminal carboxilico, foi utilizada com o objetivo de imobilizar o material biolégico
para reconhecimento do analito (i.e., anticorpos ou lectina) via protocolo EDC/NHS.
A segunda, com o grupo redox terminal (11-ferrocenil-undecanotiol, 11Fc), foi utilizada com o
intuito de fornecer o sinal transdutor. As monocamadas bifuncionais obtidas pela adsorcdo
conjunta de ambas as moléculas apresentam densidade molecular superficial na ordem de
['~5 x 10" mol/cm® A imobilizacdo do anticorpo para deteccdo da PAP (anti-PAP) foi
investigada por QCM, sendo possivel verificar que a saturacdo ocorre em aproximadamente
1 h, atingindo '~ 3,7 mg/m® sugerindo orientacio “end-on”. Utilizando o sinal de
capacitancia eletroquimica, foi possivel desenvolver um biossensor para deteccdo de PAP
com limite de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) de 9 pmol/L e 28 pmol/L, respectivamente,
aplicado a uma faixa de concentragdo clinicamente Util de PAP entre 50-1000 pmol/L em
tampdo fosfato salino (PBS, pH 7,4). O desvio-padrdo relativo obtido foi de 9,5%, e
apresentou especificidade quando avaliado frente a fetuina como controle negativo.
O mesmo ensaio foi realizado em soro comercial ndo diluido, apresentando faixa linear de
50-5000 pmol/L, com limites de deteccdo e quantificacdo maiores quando comparados com
resultados em PBS, de 52 pmol/L e 132 pmol/L, respectivamente. A etapa de imobilizacdo do
anticorpo para detecgdo de D-dimero (anti-DD) também foi avaliada por QCM, obtendo-se
[~ 3,0 mg/m? sugerindo que o filme pode apresentar orientacdo dos anticorpos numa
composicdo intermedidria entre “end-on” e “side on”. D-dimero foi detectado tanto em
solugdo PBS (pH 7,4) como em soro ndo diluido, numa faixa de concentragdao de
5 pmol/L - 5 nmol/L, com LD e LQ de 50 fmol/L e 165 fmol/L (em PBS) e 7 pmol/L e 21 pmol/L
(em soro), respectivamente. A técnica de espectroscopia de capacitancia eletroquimica foi
capaz de avaliar a interagdo entre a lectina ArtinM e glicoproteina HRP em concentracdes
1500 vezes menores do que a piezelétrica (QCM). A abordagem possibilitou detectar HRP na
faixa de concentracdo de 0,5-100 nmol/L com LD de 200 pmol/L e com desvio-padrio relativo
de 7%. As fungdes de imitancia também foram utilizadas como sinal transdutor para o estudo
da interacdo ArtinM-HRP, apresentando a mesma sensibilidade que a espectroscopia de
capacitancia eletroquimica, com a vantagem de oferecer ensaios com maior rapidez.
Os resultados obtidos nesta tese evidenciam o potencial uso da capacitancia eletroquimica e
das funcdes de imitdncia para o desenvolvimento de dispositivos biossensores aplicados ao
diagndstico clinico (trombose e cancer de préstata) e em glycoarray.

Palavras-chave: Espectroscopia de capacitancia eletroquimica. Biossensores. Fungdes de
Imitancia. Biomarcadores. ArtinM.



ABSTRACT

The electrochemical capacitance spectroscopy technique has been recently applied to detect
biomarkers of clinical interest, such as C-reactive protein (CRP) which is related to heart
disease and inflammatory processes. Herein, this technique was used to develop
electroanalytical approaches with potential applications for thrombosis diagnosis by detecting
D-dimer biomarker protein; prostatic cancer, using prostatic acid phosphatase (PAP) enzyme
as target; and glycoprotein assay, for possible detection of tumor cells and as a model for
studying lectin-glycoprotein interaction (using ArtinM lectin and HRP glycoprotein).
In addition, in the latter case, immittance functions were used as transducer signals as
possible application for glycoarray. For the construction of the receptor surface on gold
electrodes, two different thiol molecules (R-SH, being R a generic carbonic chain) were used.
The first, which contains the carboxylic terminal group, was applied to immobilize the
biological material for target recognition (i.e., either antibodies or lectin) via EDC/NHS
protocol. The second molecule contains a terminal redox group (11-ferrocenyl-undecanethiol,
11Fc) in order to provide the transducer signal. The bifunctional monolayers obtained herein
present high surface coverage, I' = 5 x 10™° mol/cm?. The immobilization of the antibody to
PAP detection (anti-PAP) was investigated by QCM, and it was verified that saturation occurs
in approximately 1 h, vielding a surface coverage of I' = 3.7 mg/m?, suggesting “end on”
orientation. Using the electrochemical capacitance signal, it was possible to develop an
approach for PAP detection with limit of detection (LD) and quantification (LQ) of 9 pmol/L
and 28 pmol/L, respectively, applied to a PAP clinically useful concentration range of
50-1000 pmol/L in phosphate buffered saline (PBS, pH 7.4). The relative standard deviation
obtained was 9.5%, and showed specificity when evaluated against fetuin as a negative
control. The same assay was performed in undiluted commercial serum in a linear range of
50-5000 pmol/L, with higher LD and LQ when compared to PBS, with results of 52 and
132 pmol/L, respectively. Anti-DD immobilization was also evaluated by QCM, presenting
similar saturation time, 1 h, when compared with anti-PAP coupling. The surface coverage,
[ ~ 3.0 mg/m?, suggests an intermediate antibody SAM orientation between “end on” and
“side on”. D-dimer was detected in both PBS (pH 7.4) and undiluted serum at a concentration
range of 5 pmol/L - 5 nmol/L, with LD and LQ of 50 fmol/L and 165 fmol/L (in PBS) and
7 pmol/L and 21 pmol/L (in serum), respectively. Higher values of LD and LQ were obtained in
serum when compared to those in PBS in combination with increase in relative standard
deviation, from 11% (in PBS) to 14% (in serum) due to the matrix effect. The capacitance
spectroscopy technique was also able to evaluate the interaction between ArtinM lectin and
HRP glycoprotein at concentrations 1,500 times lower than those used in classical techniques,
such as piezoelectric (QCM). The approach allowed detecting HRP in the concentration range
of 0.5-100 nmol/L with LD of 200 pmol/L and with a relative standard deviation of 7%.
Immittance functions were also used as a transducer signal for the study of the ArtinM-HRP
interaction, presenting the same sensitivity as electrochemical capacitance, with the
advantage of offering quicker assays. The results obtained in this thesis show the potential
use of electrochemical capacitance and immittance functions for the development of
biosensor devices applied for clinical diagnosis (prostatic cancer and thromboses) and
glycoarray.

Keywords: Electrochemical capacitance spectroscopy. Biosensors. Immittance functions.
Biomarkers. ArtinM.
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1 INTRODUCAO

Em meados de 2012, quando estava a procura de algo relacionado com biossensores
para meu doutorado (no mestrado eu desenvolvi uma plataforma piezelétrica para a
compreensdo do processo de interacdo e determinacdo da constante de afinidade entre
lectinas recombinantes de T. gondii com glicoproteinas)," eu enviei um e-mail ao
Prof. Dr. Paulo R. Bueno, com o intuito de verificar se ele ndo estaria desenvolvendo algo
inédito nesta area. Naquela época, ele imprimiu e me ofereceu o manuscrito ainda ndo
submetido do artigo que estava elaborando, em parceria com o Prof. Dr. Jason J. Davis, da
Universidade de Oxford, relacionado a uma nova abordagem para transducdo eletroquimica
de reconhecimento bioldgico do tipo antigeno-anticorpo. Nos meses seguintes, esse artigo foi
aceito na Biosensors and Bioelectronics® e pareceu ser o que procurava: inovadora (técnica
eletroquimica diferenciada), com possibilidade de aplicacdo na area clinica (desenvolvimento
de biossensores para diagndstico molecular) e com potencial impacto social (os baixos limites
de deteccdo poderiam auxiliar no diagndstico precoce de doengas). Em marco de 2013, apds
seis meses de preparacdo para o exame de ingresso ao doutoramento da UNESP-Instituto de
Quimica de Araraquara, iniciei minhas atividades.

O meu interesse em biossensores surgiu ao longo da pesquisa no mestrado:
desenvolver um dispositivo que pudesse detectar e quantificar determinados biomarcadores
(biomoléculas ou proteinas relacionadas ao aparecimento de alguma doenca) é essencial e de
grande impacto econdmico-social. Muitos métodos que atualmente sdo empregados, como
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) e outros baseados no uso de marcadores, ndao
sdo sensiveis ou miniaturizaveis para o diagndstico de doengas em estdgios iniciais e, ao
mesmo tempo, de forma portatil (desejavel em diagndstico point-of-care que idealmente
necessita da andlise fora do ambiente de custosos laboratérios clinicos). Devido a essa
necessidade, ndo é dificil encontrar vasto conteddo na literatura de métodos promissores
para a construgcdao em biossensores,>® gue partem de engenharias criativas e ao mesmo
tempo intrincadas (como o uso de nanotubos e nanoparticulas),”® mas a nova metodologia
reportada pelo grupo do Prof. Paulo R. Bueno me chamou a atencdo pois fugia da tradicional
aplicacdo da impedancia como mecanismo de transdu(;éo,9 e recaia em algo essencialmente
Nnovo, Pois 0s ensaios ndo necessitavam de espécie eletroativa em solucdo ao mesmo tempo

gue apresentavam a mesma capacidade de deteccdo de biomarcadores que a metodologia
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faraddica,'® e despontava frente aos métodos dpticos e piezelétricos discutidos na literatura

11,12

da época. Além disso, sabe-se que as abordagens eletroquimicas sdo inerentementes

promissoras uma vez que possibilitam a construcdao de plataformas multiplexaveis (i.e., mais

> uma combinacdo

de uma andlise ao mesmo tempo) e potencialmente miniaturizaveis:
interessante quando se pretende desenvolver biossensores.

Ndo apenas a necessidade de novas plataformas para anadlise clinica justifica o
crescente aumento de pesquisas voltadas ao assunto. Existem, ao menos, duas outras
motivacdes ou oportunidades que inerentemente conduzem, com mados invisiveis, o
desenvolvimento de novas metodologias para o diagndstico clinico ou molecular. A primeira
delas esta relacionada com a possibilidade de melhora da saude e da qualidade de vida da
populacdo. A ideia fica clara quando pensamos que o diagndstico de cancer em estagios
iniciais é de crucial importancia para que o paciente tenha um tratamento menos agressivo e
maiores chances de vida. Por exemplo, a taxa de sobrevivéncia apds cinco anos do
diagndstico de cancer de mama é de apenas 15% quando diagnosticado em estagio avangado.
Por outro lado, ele sobe para 90% quando ele é detectado precocemente.’* O mesmo se
repete para o cancer de ovério (de 5% para 90%)™ e de prostata (de 30% para 99%)."
Claramente, quando se possibilita minimizar a necessidade de tratamento médico do cancer
em estdgios mais avancados (o que é muito oneroso do ponto de vista financeiro), o impacto
econdmico é consideravelmente positivo. A segunda motivacdo, inerentemente relacionada a
primeira, se encontra nas caracteristicas de financiamento e mercadolégicas. Estima-se que o
mercado de diagndstico de cancer alcangara um valor de USS 168 bilhdes em 2020, o que
corresponde a um aumento de 68% quando comparado a 2013 (USS 100 bilhdes). Esse
aumento é fruto dos avancos tecnoldgicos (que abrem novas perspectivas e oportunidades de
desenvolvimento ndo antes contempladas), e iniciativas governamentais relacionadas com o
aumento do financiamento em fundos de pesquisa e desenvolvimento.*®

Quando se discute biossensores, é impossivel ndo mencionar as areas da pesquisa que
alicercam seus avancos na busca por metodologias inovadoras que, fatalmente, culmina no
conceito de nanotecnologia. Ja dizia Feynmanb que “existem muitos espacos lad embaixo” (de

seu discurso “There’s plenty of room at the bottom” proferido no Instituto de Tecnologia da

® Richard Philips Feynman (1918-1988) foi um fisico estadunidense que compartilhou o prémio Nobel de Fisica
em 1965 por suas contribuicdes no campo da eletrodinamica quéntica. Veio ao Brasil na década de 1950, na qual
descreve sua experiéncia no livro “O senhor esta brincando, Sr. Feynman!” (Elsevier, 348 p).
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Califérnia, Caltech, em 1959) ao fazer referéncia da imensa possibilidade proporcionada pela
miniaturizacdo aos diferentes campos da ciéncia. De certa forma, essa possibilidade vem
sendo explorada, especialmente em biossensores, quando filmes auto-organizados sdo
obtidos sobre superficies metdlicas pela adsorcdo e organizacdo espontanea de determinadas
moléculas para posterior imobilizacdo do material biolégico. Um grande exemplo que se pode
citar neste caso é a observacdo fenomenoldgica da adsorcdo de tidis (R-SH, sendo R a
representacdo de um alcano, alceno, ou grupo de atomos contendo carbono) sobre ouro,
realizada por Nuzzo e Allara em 1983." A Quimica, por exemplo, se faz presente na
compreensdo dessas observacdes para o avango tecnoldgico quando descreve o fendbmeno
mecanisticamente ou em leis universais, como os principios da termodinamica em analisar a
espontaneidade de processos; ou em termos de mecanismos de reacdo, em especial quando
se pretende analisar profundamente como o material bioldgico receptor pode ser ancorado
na superficie metdlica e como isso pode afetar a eficiéncia do biossensor. Neste ponto, pode-
se evidenciar como a contribuicdo da Biologia se faz necessaria, uma vez que ela pesquisa e
identifica, por meio das ciéncias relacionadas (como a gendmica, protedmica e glicbmica, por

18-2
exemplo),'®%

os biomarcadores ideais (DNA, RNA, anticorpos, aptameros, enzimas, etc.).
Adicionalmente, ndo é dificil associar a Fisica quando se pretende desenvolver modelos e
interpretacdes tedricas que satisfacam os dados experimentais, especialmente explorados em
simulagdo molecular e nas teorias universais que movimentam os proprios atomos e
particulas subatémicas e, consequentemente, as reagdes (como a incrivel contribuicdo do
modelo quantico na compreensdo do comportamento, embora imprevisivel, dos elétrons); ou
em mecanismos de transducdo de sinal de reconhecimento biolégico que alicercam modelos
para interpretacdo de processos bioldgicos e no desenvolvimento de biossensores.”**

Desta forma, ao se trabalhar com biossensores, é inevitavel que nesse processo o
pesquisador se envolva com outras areas a ela relacionadas. E uma incrivel e desafiadora
busca de extrair o maximo de cada uma delas na tentativa de combinar as “pecas desse
guebra-cabeca” e obter a melhor visdo panoramica que elas suportam. Para quem aprecia
quebra-cabecas, sabe que ndo é facil encaixar as pecas sem um modelo (que geralmente vem
na embalagem), e a ciéncia recai muitas vezes neste conceito (Figura 1).

A tentativa de juntar essas “pecas coletadas” durante esse estudo sobre o uso de

técnicas eletroquimicas (especificamente voltametria ciclica, espectroscopia de

impedancia/capacitancia eletroquimica e fungBes de imitdncia), em combinacdo com
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piezelétrica (microbalanca a cristal de quartzo), na avaliacdo de sua aplicacdo no diagndstico
clinico e em glicobiologia, no periodo de 03/2013 a 02/2017, é mostrada nesta tese. Ela tem
como principais objetivos demonstrar a viabilidade do uso da técnica eletroquimica de
espectroscopia de impedancia/capacitancia para aplicagcdo tanto em diagndstico clinico, que
se fundamenta na deteccdo de biomarcadores de interesse clinico; como em glycoarray, que
essencialmente é o ensaio de interacdo entre carboidratos e proteinas, fundamentais para a
compreensdo de mecanismos bioldgicos, como invasdo celular. Claramente, o estudo se
fundamentou na possibilidade de encontrar novas metodologias que oferecessem baixos
valores de limite de deteccdo (na ordem de 10° mol/L) combinado com faixas clinicamente
Uteis de deteccdo. Com o intuito de alcancar esses objetivos, estudos da construcdao do
biossensor foram monitorados por técnicas eletroquimicas (voltametria ciclica e impedancia)
e piezelétrica. Os biomarcadores alvos utilizados foram proteina PAP (Prostatic acid
phosphatase, fosfatase prostatica acida), relacionada ao diagndstico de cancer de préstata;
D-Dimero, para embolia e trombose; e a glicoproteina HRP (Horseradish peroxidase,
peroxidase de raiz forte) como modelo para o estudo de interacdo lectina-carboidrato. Todas
essas proteinas sdo geralmente quantificadas ou determinadas por técnicas que ndo possuem
baixos limites de deteccdo ou, se possuem, necessitam de marcadores para a detecgdo e
demorado tempo de analise (maiores detalhes na secdo 5). A principal vantagem da técnica
de capacitancia eletroquimica (como sera mostrado na préxima secdo) se resume no fato de
ser desnecessario adicionar espécie eletroativa em solucdo e, quando associado as funcdes
de imitancia,?>** possibilitam obter potenciais plataformas para andlise rapida e point-of-care.

Por conveniéncia, essa tese foi organizada em diferentes se¢des ou capitulos. A
proxima secdo traz a discussdo do referencial tedrico sobre as técnicas utilizadas, além do
levantamento bibliografico sobre as formas como os biomarcadores podem ser detectados e
como o0s biossensores auxiliam nesta tarefa. Posteriormente, serdo apresentados
especificamente os objetivos desse trabalho (secdo 3) e, naturalmente, os materiais e
métodos utilizados (secdo 4). A partir desse ponto, serdo mostrados os resultados
experimentais, comecando pelos de validacdo dos dados de impedancia e, posteriormente,
na determinacdo especifica de cada biomarcador (secdo 5). Apds a conclusdo do trabalho
(secdo 6) e referéncias, podem-se encontrar os artigos ja publicados com os resultados
previamente mostrados na secdo 5 (Apéndices A-D), exceto para o caso da deteccdo da PAP

em que, até o momento da escrita dessa tese, o artigo se encontra em elaboracdo. Em
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especial, no Apéndice A, encontra-se artigo de revisdo que descreve as variadas técnicas

eletroquimicas utilizadas como sinal transdutor de biorreconhecimento.

Figura 1 - A ciéncia como parecer ser: um quebra-cabega complicado em que na maioria das vezes se
tenta encaixar as pecas sem um modelo. Eu caminhei a essa ideia quando estava montando o quebra-
cabega acima e pensando como os dados obtidos por técnica piezelétrica se encaixariam com os
eletroquimicos. Como experiéncia de vida, posso dizer que ficamos mais conscientes quando
visualizamos o processo final de encaixe e enxergamos o panorama mais completo possivel. Antes
disso, apenas visualizamos um todo incompleto. Aqui, um dos herdis da saga de Star Wars, Luke
Skywalker, estd inconsciente nos bragos do androide C-3PO e ao lado de R2-D2, na tentativa de fuga
dos soldados do Império (Stormtroopers). Agradeco a Fabiana P. R. Mota por ter me ajudado com a
montagem do quebra-cabeca.

Fonte: autor. Arte: Toyster/Disney
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6 CONCLUSOES

A capacitancia eletroquimica é um fenbmeno que descreve o acoplamento entre a
densidade de estados eletronica do eletrodo e a densidade de estados redox de espécies
eletroativas quimicamente ligadas sobre ele. Esta capacitancia, de dimensdo mesoscopica, é
sensivel a fendbmenos dielétricos e a eventos de ligacdo do tipo receptor-ligante em sua
proximidade, e tem sido utilizado com sucesso em eletroanalitica na deteccdo de
biomarcadores de interesse clinico.

Nesta tese foi abordado o uso da capacitancia eletroquimica como sinal transdutor na
construcdo de biossensores para deteccdo e quantificacdo de trés diferentes biomarcadores.
A PAP, utilizada para diagnosticar o cancer de prostata; a proteina D-dimero para confirmar a
existéncia de trombose e glicoproteina como potencial ferramenta em estudos de interacdo
lectina-glicoproteina. Importante notar que os biomarcadores utilizados nesta tese
necessitam de novas abordagens para detecgdo uma vez que 0os métodos convencionais,
como o ELISA, necessitam de pessoal treinado e impossibilitam a analise point-of-care. Para
todos os biomarcadores, o sinal analitico obtido pelo inverso da capacitancia eletroquimica
apresentou forte correlacdo positiva com o logaritmo da concentracdo do analito, estimado
pelo coeficiente de Pearson (R > 0,9).

As monocamadas bifuncionais construidas para todos os biossensores apresentam
alto grau de densidade molecular superficial, na ordem de 4 —5x 1071%nol/cm?, na
mesma ordem de grandeza do valor tedrico reportado para o empacotamento denso de tiol
em ouro cristalino (7,5 x 1071%mol/cm?).

O processo de imobilizacdo da anti-PAP, avaliada por QCM, evidencia que a saturacao
da superficie é alcancada em aproximadamente 1 h de interacdo e, por meio da densidade
molecular superficial estimada pelo valor de Af, Iui—pap = 3,7 mg/m?, sugere a
orientacdo “end-on” dos anticorpos na superficie do eletrodo. Os ensaios eletroanaliticos,
utilizando a faixa de concentracdo de 50-1000 pmol/L de PAP, apresentaram um LD (9
pmol/L) que se encontra na mesma ordem de grandeza de outras abordagens ja
apresentadas na literatura® e LQ de 28 pmol/L. A repetitividade, avaliada em termos de
desvio-padrao relativo, foi de 9,5%. Um bom coeficiente de correlacdo foi obtido (R = 0,99),
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dentro do parametro recomendado pelo INMETRO (R > 0,90).™ Os ensaios mostram-se
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promissores para deteccdo desta proteina, uma vez que o cut-off é reportado como
100 pmoI/L.152

De forma similar ao estudo da construcdao do biossensor para a PAP, o processo de
imobilizacdo do anticorpo para D-dimero foi investigado por QCM, e por meio dos resultados
foi possivel verificar que a saturacao da superficie é alcancada em aproximadamente 1 h de
interacdo, obtendo-se uma densidade molecular superficial de
Lyneiopp = (3,0 +0,1)x1077g/cm? ou =~ 3,0 mg/m?, o que corresponde a formacio de
uma monocamada de anticorpo com orientacdo intermedidria entre “end-on” e “side-on”.

D-dimero foi detectado na faixa de concentracdo 1-1000 ng/mL tanto em solucdo PBS
como em soro comercial ndo diluido. Os valores de LD e LQ obtidos foram 10 e 33 ng/L (em
PBS) e 1,4 e 4,6 ug/L (em soro), respectivamente. O aumento dos valores dessas figuras de
mérito estd relacionado aos interferentes presentes no soro, que também prejudicaram o
ensaio em termos de repetitividade, com aumento de 11% do desvio-padrao relativo em PBS
para 14% em soro. Entretanto, a abordagem apresentada se mostrou mais atraente quando
comparado com amperometria (LD de 25 pg/L em soro)*’”®, por exemplo.

A capacitancia eletroquimica também foi avaliada como sinal transdutor para o célculo
de constante de afinidade, baseado no modelo de Isoterma de Langmuir. A abordagem
apresentada possibilitou construir a curva de saturacdo utilizando concentracdo da
glicoproteina na ordem de 1.500 vezes menor (nanomolar) quando comparado com a classica
QCM (micromolar), o que torna a abordagem mais apropriada para o cdlculo desta constante
tendo como base a Isoterma de Langmuir. Para fins analiticos, foi possivel detectar HRP na
faixa de concentracdo de 0,5-100 nmol/L com LD e LQ de 200 pmol/L e 660 pmol/L,
respectivamente, apresentando desvio-padrdo relativo de 7%.

A abordagem de funcdes de imitancia foi utilizada com o propdsito de investigar a
interacdo entre a lectina ArtinM e a glicoproteina HRP. Por meio dela, foi possivel verificar
gue todas as funcbes, numa determinada frequéncia ou faixa de frequéncias, apresentaram
baixo limite de detecc¢do (na faixa de nmol/L) e com similares constantes de afinidades (valor-
p > 0,09; a=0,05), dentro de parametros previamente estabelecidos, como R’ > 0,95;
|R|>0,97 e DPR (desvio-padrao relativo) < 18%. A importancia dessa evidéncia recai no fato
de que, por meio dessa abordagem, é possivel realizar a andlise numa frequéncia otimizada

com grande economia de tempo de analise.
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Por meio dos resultados obtidos, foi possivel observar que tanto o sinal de
capacitancia eletroquimica como a abordagem por fungdes de imitancia sdo promissores para
o desenvolvimento de dispositivos eletroanaliticos para diagndstico clinico, uma vez que os
biomarcadores investigados nesta tese foram dectados na ordem de ~10% - 107 mol/L, e
com faixa linear que se situa na regido clinicamente Utel; bem como para ser utilizado como
ferramenta para avaliar a constante de afinidade entre biomoléculas, com potencial aplicacdo

em novas tecnologias para glycoarray.
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