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(57) Resumo: IMUNOSSENSOR
IMPEDIMETRICO E DISPOSITIVO
COMPREENDENDO O MESMO. O presente
pedido de patente revela um dispositivo de
deteccdo impedimétrico voltado a areas criticas
de contaminacdo microbiana, compreendendo
um eletrodo construido a partir de
monocamadas autoorganizadas e proteina A
imobilizadas na superficie de seu transdutor. A
avaliacéo da contaminagdo microbiana €
efetuada por meio da sucgéo da atmosfera
interna do ambiente, interacdo Ag-Ac e detec¢do
por impedancia eletroquimica.
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“IMUNOSSENSOR IMPEDIMETRICO E DISPOSITIVO

COMPREENDENDO O MESMO”

CAMPO DE APLICAGAO

O presente modelo de utilidade revela um
dispositivo de detecgdo impedimétrico voltado a areas criticas de
contaminacdo microbiana, compreendendo um transdutor modificado a
partir de monocamadas auto organizadas (SAM), proteina A de S.
aureus e anticorpos anti-S. aureus imobilizadas na superficie de
trabalho. A avaliacdo da contaminac¢do microbiana ¢é efetuada por
meio da succdo da atmosfera interna do ambiente, interacdo Ag-Ac e
deteccdo por impedancia eletroquimica.

DESCRICAO DO ESTADO DA TECNICA

Uma das maiores preocupacdes na esfera da saude
publica vem a ser as comorbidades em Unidades de Terapia Intensiva
e Aareas cirurgicas, decorrentes de infecgdes nosocomiais. A
prevaléncia mundial para estas corresponde a cerca de 5%, sendo
estimado 15,5% no Brasil. A elevada exposicdo a diversos patdgenos
nos ambientes hospitalares constitui uma das maicres causas para
estas taxas de mortalidade sendo outros agravantes a associacédc
destes elementos ao préprio perfil dos pacientes (por exemplo,
idade e nivel de depressdo do sistema imunoldgico). Tais
pardmetros ndo raro comprometem a eficiéncia do seguimento
farmacoterapéutico adotado, além de elevar os riscos da mesma,
dada a possibilidade de reagdes adversas de medicamentos e
interacdes medicamentosas. Em termos de saude publica, uma postura
racional deve compreender a adogdo de medidas preventivas de modo

a evitar tratamentos custosos e prolongados.
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Neste sentido, um dos agentes microbianos de
maior relevancia vem a ser a bactéria Staphylococcus aureus por
conta da selecdo e proliferacao de cepas resistentes a

antibioticoterapia - a linhagem MRSA ($. aureus resistente a

o

oxacilina, por exemplo). O controle de MRSA endémica compreende
adocdo de diversas estratégias complementares; a identificacdo e
isolamento de carreadores sintomaticos e assintomaticos, a lavagem
das maos antes e apds cada procedimento, procedimentos
padronizados para lavagem de materiais, restricdo da
antibioticoterapia e higienizacdo seguida de desinfeccdoc nos
ambientes criticos. Apesar destes procedimentos mitigarem de certa
forma o risco de contédgio entre pacientes, existe a necesgssidade de
se executar ensaios para o monitoramento ambiental. De maneira
geral, uma anadlise via PCR apresenta uma alta sensibilidade;
entretanto, a amostragem para a execucdo da mesma demanda
condigdes extremamente rigorosas, exigindo horas para a obtencéo
dos resultados. Salienta-se ainda que o uso de PCR ndo é adequado
para monitoramento em campo por agentes da vigildncia sanitéaria,
devido a baixa portabilidade do equipamento. Uma abordagem
alternativa é por meio de imunocensaios como ELISA; as principais
desvantagens desta metodologia consistem na execucdo de
procedimentos continuos de rinsagem para remocdo do excesso de
analito e anticorpos, e dificuldade em se automatizar todo o
protocolo (amostragem e obtencdo dos reagentes, por exemplo).
Diante do exposto, existem no estado da técnica
algumas tentativas visando contornar as desvantagens previamente
mencionadas. Uma relativamente comum consiste em um sistema de

deteccdo eletroquimico dotado de um eletrodo inerte compreendendo
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espécies protéicas imobilizadas. Um exemplo desta proposta &
revelado na publicacdo internacional W01995024641, no qgual se
descreve um 1imunossensor compreendendo um eletrodo dotado de uma
camada de ouro c¢oloidal gue por sua vez apresenta moléculas
receptoras (preferencialmente anticorpos) imobilizadas gue reagem
com o0 analito. A molécula receptora e o analito sdo conjugados com
uma enzima de transferéncia de elétrons, gerando em conjunto com
os eletrodos de trabalho e referéncia, uma corrente elétrica. No
caso, a enzima prové uma corrente catalitica na presenca do
substrato. A adicido do analito desloca o conjunto enzima/substrato
e reduz a corrente medida de maneira proporcional a quantidade
enzima/analito conjugado. Uma das principais desvantagens
associadas a esta abordagem reside na aleatoriedade na orientacéo
dos anticorpos sobre o coldide, o que limita a disponibilidade de
sitios ligantes e conseguentemente afeta o) intervalo de
confiabilidade do ensaio.

A patente US7332327 tenta contornar os problemas
da falta de especificidade do analito ao anticorpo, implementando-
se biomoléculas (peptideos, anticorpos ou um grupo Fab’) ancorados
em um grupo funcionalizado sobre uma superficie sdélida inerte.
Apds, liga-se este conjugado com biomoléculas repelentes gue por
sua vez 1irdo blogquear estericamente a regifdo inespecifica entre
cada biomolécula. Entretanto é razoadvel supor dgue o aumento na
especificidade se ampara na interacdo resultante dos grupos
hidroxilas terminais das moléculas repelentes e dos grupos das
biomoléculas ancoradas sobre a superficie; a forca resultante de
atracdo seria menor do que as forga resultante de repulsdo. As

moléculas repelentes consistiriam majoritariamente em polimeros



10

15

20

25

4/22

hidrofilicos como poliacrilamida por exemplo. A  principal
limitacdo desta abordagem estd na possibilidade da forca de
atracdo resultante ser maior do que a forgca de repulsdo total como
¢ o caso em interacdes de alta afinidade entre a proteina A e
imunoglobulinas. A aplicacdo desta técnica em eletrodos visando a
deteccdo de microorganismos é claramente limitada neste sentido.

Um outro aspecto a ser considerade durante a
especificacdo do projeto de dispositivos biossensores de amostras
bioldégicas se relaciona a padronizacdo das varidveis, tals como
temperatura, presenca de interferentes e substdncias similares.
Uma concepcgdo para contornar estas desvantagens ¢é revelada no
pedido US 2013/0140178 no qual se descreve um dispositivo
biossensor compreendendo uma carcaca removivel e terminais de
conexdo em contato com um sistema de eletrodos termoacopléaveis.
Obviamente neste dispositivo ndo cabe a andlise de amostras de ar,
sendo necessario a coleta de amostras por swabs, por exemplo, para
afericdo da contaminacdo ambiental.

Diante do exposto anteriormente, existe a
necessidade de um dispositivo impedimétrico que viabilize a
avaliacdo da contaminacdc microbiana de maneira reprodutivel e
sensivel.

OBJETIVO DA INVENCAO

Neste sentido, visando contornar as desvantagens
do estado da técnica, a presente invencdo revela um dispositivo
imunossensor impedimétrico compreendendo um eletrodo dotado de uma
SAM de cistamina, glutaraldeido, proteina A e anticorpo anti-§.
aureus.

O dispositivo prevé a deteccdo da presenca de
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bactérias patogénicas presentes nos ambientes hospitalares, como
centro cirurgico e UTIs, através da succdo do ar ambiental.
Utilizando-se anticorpos imobilizados na superficie de
transdutores (area de trabalho do screen-printed electrodes - SPE)
haverd a interacdo antigeno-anticorpo que indicard a presenca dos
microrganismos nos ambientes. Esta interacdo se d& quando a
proteina A da parede celular dos S. aureus ¢ detectada por
anticorpos especificos imobilizados na superficie dos eletrodos
permitindo a avaliacgdo da concentracdo bacteriana através de
medidas de impedéncia eletroguimica.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A Figura 1 idlustra um diagrama esquemdtico dos
componentes do dispositivo ora pleiteado.

A Figura 2 ilustra uma vista superior do eletrodo
impresso.

A Figura 3 ilustra um esquema da imobilizagdo dos
anticorpos na superficie do eletrodo impresso.

A Figura 4 ilustra a superficie do eletrodo
impresso compreendendo os anticorpos monoclonais anti-S. aureus.

A Figura 5 ilustra os voltamogramas ciclicos dos
eletrodos SPE sobre eletrodo de trabalho ndo modificado (a),
eletrodo modificado com CYS (b), CYS-GA (c), CYS-GA-Proteina A (d)
e CYS-GA-Protelna A - Ac (e).

A Figura 6 i1lustra diagramas no plano complexo
para eletrodo impresso sem modificacdo (a), modificado, sem SAM,
com a proteina A na diluicdo de 1:20 e com tempos de incubacdo de
2 h (b)) e 12 h (d) e na diluicdo de 1:10 com tempo de incubacdo de

2 h (c) em solucdo tampdo PBS 0,1 mol L' (pH 7,5) na presenca do
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par redox Fe(CN)7* 1 x 107 mol L7'.

A Figura 7 ilustra diagramas no plano complexo em
solucdo tampdo PBS 0,1 mol L' (pH 7,5) na presenca do par redox
Fe(CN)&™7% 1 x 107 mol L' para eletrodo impresso modificado
diretamente com a proteina A nas diluicdes de 1:10 (a) e 1:20 (b)
e com tempo de incubacdo de 2h; imobilizacdo do anticorpo
monoclonal anti-S. aureus na diluicdo de 1:50 e com o tempo de
incubacdo de 2 h sobre a superficie de ouro contendo a proteina A
adicionada diretamente nas diluicdes de 1:10 (c¢c) e 1:20 (d).

A Figura 8 ilustra uma representacdo esquemdtica
da ligacdo da proteina A com a superficie do eletrodo (Er) e desta
com a porcdo F. do anticorpo.

A Figura 9 representa diagramas no plano complexo
para eletrodo impresso sem modificacgédo (a), modificado com
cistamina nas concentracgdes de 4 x 1072 (b) e 2 x 1072 mol L™t (¢)
em solucdo tampdo PBS 0,1 mol L' (pH 7,5) na presenca do par redox
Fe (CN)s /%" 1 x 107 mol L'.

DESCRICAC DETALHADA DAS FIGURAS

A Figura 1 ilustra de maneira esquemdtica o
dispositivo imuncssensor (0) compreendendo um meio de succdo de ar
(1) acoplado a uma bomba de vacuo (4) . Em uma construcéo
preferencial, o meio (1) consiste em um funil de sucgéo.

0O meio de succgdo de ar (1) se comunica com uma
célula (2) contendo solucdo PBS, e a uma segunda célula (3)
contendo uma solucdo de ferri/ferrocianeto. A amostra é conduzida
por meio de um sistema de microcanaletas até o eletrodo (5), que
por meio de reacdes de imunoafinidade gera sinais elétricos

mensurados por um dispositivo potenciostato (6), este UGltimo
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acoplado a wuma unidade ©processadora (7). A dita wunidade (7)
realizard o tratamento dos dados e a leitura das medidas obtidas.

A Figura 2 representa esquematicamente a
descricdo dos eletrodos (5) impressos em suporte de ceramica.
Estes s&o constituidos por um sistema de trés eletrodos: eletrodo
de trabalho (8), pseudo-referéncia (9) e auxiliar (10),
compreendendo a seguinte composicdo:

-Eletrodo de trabalho (8): Au-Pd (98,2%), Ageon™
0,0070 cm?;

-Eletrodo de referéncia (9): Ag-Pd (98,2%), Ageon
= 0,137 cm?;

~Eletrodo auxiliar (10): Au~-Pd (98,2%), Ageon
0,072 cm’.

Estes sistemas de eletrodos apresentam uma camada
isolante que reveste as trilhas condutoras prdéxima aos contatos
elétricos (11), constituidos preferencialmente de prata.

Para fins de comparacéo, aplicaram-se dois
procedimentos para a imobilizacdo dos anticorpos (Ac) anti- S.
aureus na superficie do eletrodo impresso:

a) SAM de clstamina (SH-CH,—-CH,-NH;) +
glutaraldeido (OHC-(CH,).,-CHO) + proteina A de S. aureus + Ac anti-
5. aureus;

b) Proteina A de S. aureus + Ac anti-S. aureus.

Para as medidas eletroguimicas foram usadas uma
célula eletroguimica convencional de 2 mL de eletrdlito de suporte
contendo as espécies redox Fe(CN)ﬁ‘”‘ 1 x 107 mol/L. A célula
eletroguimica fol adaptada no interior de uma Gaiocla de Faraday

com o intuito de proteger o sistema de perturbacdes elétricas ou
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eletromagnéticas. Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas
a temperatura ambiente (aproximadamente 25°C).

Na imobilizacdo dos anticorpos anti-S. aureus
sobre a superficie do transdutor modificado, os espagos livres
entre os anticorpos foram blogueados com soroalbumina bovina para
evitar reacles inespecificas. O imunossensor, por meio de reacdo
de afinidade reconheceu o antigeno, sendo monitorada por
impedancia eletrogquimica. As modificacgdes do eletrodo de trabalho
(Er) dos SPE empregando SAM de cistamina e glutaraldeido por sua
vez seguliram as etapas abaixo:

-Lavagem dos eletrodos com etanol;

-Secagem a temperatura ambiente;

-Aplicacdo de 10 mL de solugcdo aquosa de
cistamina 2 x 107% ou 4 x 107% mol L' sobre a superficie do
eletrodo de trabalho;

-Incubacdo por 2 h a temperatura ambiente;

-Lavagem dos eletrodos com &gua destilada, por
imersdo e agitacdo branda, trés vezes de cinco segundos;

-Adicdo de 10 mlL de solucgdo de glutaraldeido (GA)
2,5% em solucdo tampdoc salino (PBS) 0,1 ml L7! (pH 7,5) por
eletrodo;

-Incubag¢do por 1 h a temperatura ambiente;

-Lavagem dos eletrodos com &gua destilada, por
imersdo e agitacdo branda, trés vezes de cinco segundos.

As etapas a seguir ilustram os ensaios para a
obtencdo do eletrodo modificado, comparando-os a uma técnica
tradicional de imobilizacdo direta da proteina A e a modificacéo

proposta do eletrodo empregando monocamadas autoorganizadas.
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A, Imobilizacdo da proteina A para S. aureus via
glutaraldeido na cistamina e diretamente na superficie de trabalho
do SPE:

A proteina A foi imobilizada sobre a SAM de
cistamina via glutaraldeido e também adicionada diretamente sobre
a superficie do eletrodo de trabalho - SPE. Em ambos os
procedimentos empregou-se uma aliquota de 10 ul da solugdo tampao
salino 0,1 ml 1L7* (pH 7,5) contendo as diferentes diluicdes da
proteina A (I mg mL%). A adicdo direta da proteina A sobre a
superficie de ouro foram investigadas nas diluig¢des de 1:10 e 1:20
e com tempo de incubacdo de 2 h e 12 h para a diluicdo de 1:20 da
proteina A. A diluicdo de 1:20 foi usada para a imobilizacdo da
proteina A sobre as monocamadas (CYS-GA) e tempo de incubacdo de
12 h. Em ambos o0s procedimentos experimentais a incubacdoc ocorreu
a temperatura de 4 a 8°C. Decorrido o tempo de incubacdo procedeu-
se a lavagem na mesma solucdo-tampdo de diluicdo da proteina A,
por imersdo e agitacdo Dbranda, trés vezes com duracdc de 5
segundos em cada lavagem. As avaliacgdes das imobilizacgdes da
proteina A foram empregando impedancia eletroquimica.

B. Imobilizacdo dos anticorpos monoclonais anti-
Staphylococcus aureus sobre a superficie do transdutor modificada
com SAMs e proteina A

Com base nos resultados de impedéncia, procedeu-
se a 1lmobilizacdo dos anticorpos monoclonals somente sobre as SAMs
contendo a proteina A. Foli estudada a diluicdo de 1:20 para o
anticorpo monoclonal em solucdo tampdo salino 0,1 ml L' (pH 7,5) a
partir de uma solucdo estoque de 0,0184 mg mL™'. Uma aliquota de 10

ul. foi adicionada sobre a superficie de trabalho modificada (CYS +
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GA + proteina A) e incubada a temperatura ambiente durante 3 h.
Apds o tempo de incubacdo, os eletrodos foram lavados na mesma
solugdo tampdo de diluigdo dos anticorpos, por imersdo e agitacgdo
branda, trés vezes com duracdo de 5 segundos em cada lavagem.
Medidas de impedincia foram realizadas para avaliar a imobilizacdo
dos anticorpos monoclonais.

C. Bloqgueio dos espagos livres entre os
anticorpos com soroalbumina.

Apds as modificacdes e imobilizacéo dos
anticorpos orientados pela presenca da proteina A na superficie do
eletrodo impresso, realizou-se o Dblogueio da superficie com a
aplicacdo de 10 ul. de solucdo tampdo PBS-T (solucgdo tampdo PBS 0,1
ml L7 (pH 7,5) contendo 0,02% de Tween 20) acrescida de 0,5% de
soroalbumina bovina (solucdo de bloqueio). Uma solucdo de blogueio
sobre a superficie do transdutor com incubacdo de 1 h foili adotada
para o desenvolvimento do imunossensor. O bloqueio da superficie
do sensor foi avaliado através de medidas EIS.

D. Interacdo antigeno-anticorpo na superficie de
trabalho dos eletrodos impressos

No desenvolvimento do imunossensor, empregaram—se
cepas de S. aureus ATCC-6535, como antigeno especifico para o
anticorpo monoclonal. Uma amostra de S. aureus coletada em meio de
cultura foil primeiramente diluida em &gua peptonada tamponada e em
seguida na proporcdo de 1:1 em solucdoc de bloqueio (solucdo tampéo
PBS-T). Sobre a superficie do SPE modificado e contendo os
anticorpos anti-$. aureus imobilizados foi aplicado 10 ulL da
solucdo antigénica. O tempo de incubacdo para a reacdo de

afinidade foi de 30 min & temperatura ambiente.
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E. Condigdes experimentais para as medidas de
impedancia

Para os eletrodos ndo modificados ou modificados,
as anadlises de impedéncia foram realizadas no intervalo de
frequéncia de 50 kHz a 10 mHz. Os eletrodos foram transferidos
imediatamente para a célula eletroquimica. Os tempos de
estabilizacéo do potencial e corrente foram de 15 min,
respectivamente, empregando o potencial de circuito aberto (Eoe) .
Foi aplicada uma amplitude de 10 mV rms (root mean sqguare)
previamente determinada, 10 pontos/década e um capacitor de 0,1 uF
conectado entre o eletrodo de referéncia e um fio de platina. As
medidas foram realizadas em solucdo tampdo PBS 0,1 mol L' (pH 7,5)
aerada e contendo o par redox Fe(CN)f'M_ 1 x 107° mol 1L7'. Todas as
medidas de impeddncia foram realizadas em triplicata, temperatura
ambiente e empregando uma gaiola de Faraday.

F. Monitoramento voltamétrico das modificacgdes e
imobilizacdes da superficie de trabalho do SPE

Para o monitoramento voltamétrico do SPE sem
modificacdes (bare) e nas modificacgdes (CYs e CYS-GA) e
imobilizacdes (SAMs + proteina A e SAMs + proteina A + Ac) foi
utilizado o intervalo de potencial de -0,25 a +0,40 V em solucdo

tampao PBS 0,1 mol L™ (pH 7,5) na presenca do par redox Fe(CN)f‘”'

1 x 107 mol L', com velocidade de varredura de 20 mv s™'.

G. Andlise da superficie de trabalho (ET - SPE)
por microscopia eletrdnica de varredura

A caracterizacdo morfoldgica da superficie de

trabalho sem qualgquer modificacdo fol analisada por microscopia

eletrdnica de wvarredura (MEV) para observar a rugosidade e a
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uniformidade da camada de pasta metalica sobre a matriz de
cerdmica quanto a presenca de espacos ou cavidades existentes apds
o processo de fabricacdo do eletrodo impresso. As medidas de
microscopia foram realizadas com um feixe de elétrons de 20 kV de
poténcia e ampliacdoc de 700 x. Para todas as etapas de
modificacg¢des, imobilizacdo do anticorpo monoclonal e imunoensaio
sobre a superficie de trabalho do transdutor, os tempos de
incubacdo, seja a temperatura ambiente (aprox. 25°C) ou sob
refrigeracdo (4-8°C), ocorreram em cdmara simulando atmosfera
umidificada com o objetivo de evitar a evaporacdo do peqgqueno
volume adicionado sobre a superficie de trabalho do transdutor. Um
recipiente pléastico contendo agua foi colocado no centro da placa
de Petri e ao redor os eletrodos impressos, simulando uma cédmara
umida.

H. Caracterizacdo da superficie do eletrodo de
trabalho - SPE empregando técnica ndo-eletroquimica: microscopia
eletrdnica de varredura

Em uma imagem topogréfica da superficie (Au-Pd)
do eletrodo de trabalho impresso em que foram realizadas todas as
modificagdes e imobilizacdes empregando microscopia eletrbnica de
varredura indica uma superficie irregular e com alta rugosidade
com o emprego da pasta metdlica (Au/Pd) no processo serigréafico.
Estas irregularidades e defeitos da superficie podem causar uma
distribuicdo de corrente heterogénea, o que pode gerar uma maior
complexidade na resposta eletroguimica.

I. Caracterizacdo das SAMs, imobilizacgdes da
proteina A de S. aureus e anticorpo monoclonal anti-S. aureus

usando técnicas eletroguimicas
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I.1 Voltametria ciclica

A Figura 5 ilustra os voltamogramas ciclicos dos
eletrodos SPE em solucdo tampdo PBS 0,1 mol L™t (pH 7,5) na
presenca do par redox Fe(CN)f‘M‘ 1 x 1077 mol L*, sobre eletrodo de
trabalho ndoc modificado (a), e o eletrodo modificado com CYS (b),
CYS-GA (c¢), CYS-GA-Protelina A (d) e CYS-GA-Proteina A - Ac (e).

Para o eletrodo de trabalho sem modificacéo
(Figura 7a), foi obtido um tipico voltamograma ciclico empregando
o par redox ferri/ferro com um par de picos a +0,04 V (pico
catdédico) e +0,18 V (pico anddico), caracterizando um processo de
transferéncia de elétrons guase-reversivel. 0O processo de
transferéncia de carga com ferro/ferricianeto nesta etapa ocorreu
com uma area efetiva do eletrodo de 0,0056 cm?’. Essa area pode ser
obtida a partir da equacgdo de Randles-Sevcik desde gue conhecidos
o numero de elétrons, coeficiente de difusdo e concentracdo da
espécie eletroativa, velocidade de varredura do potencial e
corrente de pico a uma dada temperatura. A modificacdo do eletrodo
impresso com CYS (Figura 7b) somente deslocou ambos os picos,
catdédico (+0,03 V) e anddico (+0,15 V), para valores menos
positivos e com pequeno aumento na intensidade de corrente. Esta
pequena distorcdo gquando comparado com o eletrodo sem modificacdo
sugere que a reacdo de transferéncia de elétrons ocorre sem um
significativo efeito de barreira e que a cistamina nado blogueia
totalmente a superficie do eletrodo. Isto significa que uma
superficie com baixa cobertura foil provavelmente obtida e com
facil acesso das espécies eletroativas por difusdo em &reas néo
modificadas da superficie eletrdéddica. Outro fator gue pode

influenciar a cobertura da superficie com CYS & a presenca de um
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excesso de cargas positivas sobre o amino grupo, devido ao pH da
dgua (pH 6,5) durante a formacdo da SAM comparado com o pKa da CYS
(8,2). 0O excesso de cargas positivas pode contribulir para o
aumento da repulsdo lateral, na qual pode diminuir a cobertura da
superficie. Outros resultados eletroquimicos sugerem a
possibilidade de influéncia de cargas positivas sobre a cistamina
e a difusdo das espécies redox para as Aareas ndo modificadas.
Quando o glutaraldeido foi adicionado sobre a SAM de cistamina
(Figura 7c), observou-se um pequeno decréscimo na intensidade de
corrente dos picos do par redox Fe(CN)6}J“ e um aumento na
diferenca de potencial entre os picos catddico (0,0 V) e anddico
(+0,20 V). Este resultado sugere algum bloqueio na reacdo de
transferéncia de elétrons e consequentemente uma perda na
reversibilidade. A aplicacdo da equacdo de Randles-Sevcik forneceu
valores de 4rea iguais a 0,0065 e 00,0039 para os eletrodos
impressos modificados com CYS e CYS-GA, respectivamente. A Figura
7d mostra a imobilizacdo da proteina A de S. aureus sobre as SAMs
de CYS-GA. Os picos anddico (aproximadamente +0,24 V) e catddico
(aprox. 0,012 V) ndo sao bem definidos e ocorre um aumento de
separacdo entre os mesmos. ksta € a indicagdo de um maior
impedimento na transferéncia de cargas envolvendo as espécies
redox Fe(CN)S/*. Quando a proteina A foi adicionada sobre as
monocamadas (CYS-GA), uma densa camada fol provavelmente formada
através da ligacdo covalente entre o grupo aldeido terminal da SAM
de glutaraldeido e o grupo NH, da proteina, inibindo © processo
Faradaico. Com a imobilizacdo do anticorpo monoclonal anti-§.
aureus (Figura 7e), o voltamograma tende a uma forma sigmoidal, o

gue mostra um maior bloqueio da superficie do eletrodo de
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trabalho. Observa-se uma maior separacdo dos picos anddico (aprox.
+0,28 V) e catddico (aprox. 0, 045 V), o que é indicativo de uma
baixa reacdo de transferéncia de carga. Os resultados obtidos
mostraram que a voltametria ciclica tradicional é adegquada para o
estudo envolvendo as diferentes etapas de construcao do
imunossensor.

I.2. Estudos de impedéncia eletroquimica

Antes da aquisicdo dos espectros de impedéncia,
os potenciais de circuito aberto para o eletrodo de trabalho sem
modificacdo (bare) e nas diferentes etapas de modificagdes na
presenca do par redox foram observados e o potencial de
estabilizacdo foi ao redor de +0,120 V. Inicialmente foram
realizadas medidas de impedéncia do eletrodo sem modificacdo, para
posterior andlise dos resultados de impedancia com o0s eletrodos
impressos modificados. Todas as medidas foram realizadas em
triplicata.

A Figura 6 1ilustra diagramas no plano complexo
para eletrodo impresso sem modificacdo (a), modificado, sem SAM,
com a proteina A na diluicdo de 1:20 e com tempos de incubacdo de
2 h (b) e 12 h (d) e na diluicdo de 1:10 com tempo de incubacdo de
2 h (c) em solucdo tampdo PBS 0,1 mol L™ (pH 7,5) na presenca do
par redox Fe(CN)f'M'l x 107 mol L17'. Observa-se na Figura 6a a
presenca de um semicirculo seguido de um prolongamento linear com
um dngulo ao redor de 40°, onde o raio do semicirculo representa o
processo cinético de transferéncia de elétrons e a reta
caracterizando o processo difusional das espécies eletroativas. O
eletrodo modificado com proteina A diretamente sobre a superficie

(ET) na diluicdo 1:20 e com tempo de incubacdo por 2 h (Figura
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6b), houve um aumento da impeddncia real e 1imagindria do arco
capacitivo. Com o mesmo procedimento de modificacdo da superficie
eletrbédica com a proteina A na diluicdo 1:10 direto e com tempo de
incubacdo de 2 h (Figura oc), verifica-se um aumento da
impedancia, o que mostra um maior blogueio da superficie a
transferéncia de elétrons. Com o intuito de garantir uma melhor
imobilizacdo da proteina A na superficie metalica foli investigado
o comportamento impedimétrico com a diluicdo 1:20 e tempo de
incubacdo 12 h (overnight) (Figura 6d). Os resultados mostraram um
aumento da impeddncia real e imaginaria do arco capacitivo em
comparacdo com o tempo de incubacdo de 2 h (Figura 6b). Neste caso
o aumento de resisténcia na transferéncia de elétrons na presenca
das espécies redox Fe(CN)f‘M' mostra wuma maior cobertura da
superficie do eletrodo, o gue ndo garante a permanéncia da camada
protéica nas etapas subsequentes de construcdo do imunossensor. A
proteina A é um componente da parede celular do S. aureus que se
liga com a parte Fc das moléculas de imunoglobulinas G (IgG) de
muitas espécies de mamiferos. A vantagem da utilizacdo da proteina
A para posterior imobilizacdoc do anticorpo é uma orientacéo
adequada que ela proporciona ao Ac gque val se ligar a sua
superficie. Quando imunoglobulinas como IgG sdo imobilizadas em
superficies sdélidas sua atividade geralmente é diminuida sendo que
a principal razdo ¢é uma imobilizacdo com orientagdo aleatdria.
Portanto, a imobilizacdo de Ac mediada pela proteina A leva a
imunorreacdes altamente eficientes o gue aumenta o desempenho do
sistema utilizado. As interacdes eletrostaticas podem  ser
consideradas um fator importante para adsorcdo das proteinas

juntamente com © pH da solugdo e forcas id6nicas. A proteina A
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possul entre suas caracteristicas um ponto iscelétrico (pl) que é
de 5,1 ponto este onde h& um equilibrio entre suas cargas
elétricas.

Interacdes eletrostédticas e outros tipos de
ligacdes fracas fazem com que as proteinas tendam a se agregar e
precipitar quando estdo no seu pl. Assim sendo, a adsorcgdo de
proteinas por interagdes eletrostéaticas é minima quando o pH da
solucdo utilizada é préximo ao seu ponto isoelétrico porque o
aumento na forca idnica da solucdo bloqueia as cargas da proteina
e da superficie reduzindo a adsorcdo. Os resultados de impedéncia
apresentados na Figura 6 mostraram a adsorcdo da proteina A na
superficie de ouro nas diferentes diluic¢des em solucdo tampédo
salino fosfato 0,1 ml L™* (pH 7,5). A presenca de aminodcidos que
apresentam em sua estrutura o elemento quimico enxofre é de
fundamental importédncia para garantir a interacdo da proteina A
com o substrato ouro. A proteina A de S. aureus apresenta pouca
guantidade de aminoacidcos metionina na estrutura molecular (UHLEN
et al., 1984), o que pode significar uma fraca adsorcdo e um
provavel processo de lixiviacédo.

A Figura 7 mostra os resultados de impedéncia
para as diferentes diluicdes 1:10 (Figura 7 a) e 1:20 (Figura 7 b)
da proteina A e com tempo de incubagdo de 2 h. A indicagdo do
processo de lixiviacdo da proteina A da superficie de ouro pode
ser observado com os resultados de impeddncia em gue 08 anticorpos
monoclonais anti-S. aureus na diluicdo de 1:50 e com tempo de
incubacdo de 2 h foram imobilizados sobre a camada protéica
(Figura 7c¢ e 9d). A diminuicdo da impedéncia real e imagindria do

arco capacitivo em ambos o0s casos indica gque durante a etapa de
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lavagem da superficie do eletrodo de trabalho, apds o tempo de
incubacéao com 0s anticorpos, foi determinante para o
desprendimento da proteina A e/ou proteina A-Ac. A imobilizacdo de
anticorpos monoclonais anti- S. aureus sobre a proteina A ocorre
devido a uma interacdo entre a porcido F. do anticorpo com a porcdo
NH,~ terminal da proteina. O dominio da proteina A que se liga com
a IgG consiste de trés alfa-hélices antiparalelas, sendo que a
terceira se rompe quando a proteina é complexada com a regido F.
da IgG.

A Figura 8 esta representando esquematicamente as
modificacdes e imobilizacdes realizadas no eletrodo e
caracterizadas eletroguimicamente na Figura 23. Com base nos
resultados de impeddncia mostrados nas Figuras 7d e 1lla em que a
proteina A foi adicionada diretamente na superficie de ouro na
diluicdo de 1:20 e incubacdo de 12 h, diferentes tempos de
incubacdo e diluigdo de 1:20 para os anticorpos anti-S$S.aureus
foram estudados. Para os tempos de incubacdo dos anticorpos de 3 e
6 h (Figuras 1lic e 1lb, respectivamente) ndo se observaram
diferencas significativas entre o0s ©resultados de impedéncia.
Diferenca expressiva ocorreu entre os arcos capacitivos
correspondentes aos anticorpos imobilizados nos diferentes tempos
de incubacdo e 0 que contém somente a proteina A imobilizada na
superficie do eletrodo de trabalho. O decréscimo nos valores de
impedancia é indicativo do processo de lixiviacdo da proteina A e
conclui-se que a imobilizacdo direta da proteina A ndo & o melhor
procedimento analitico para o desenvolvimento do imunossensor.

Na concretizacdo proposta utilizou-se cistamina

para modificacdo do eletrodo de trabalho nas concentracdes de 4 x
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10 e 2 x 107 mol L', para avaliar o melhor recobrimento da
superficie. Conforme observado na Figura 9 e na ampliacdo da
regido referente as altas frequéncias, os resultados de impedancia
para as concentracdes de cistamina 4 x 1072 (Figura 9 b) e 2 x 1072
(Figura 9c¢) mostraram-se similares. Verifica-se um pegueno arco
capacitivo em altas a médias frequéncias e um processo difusional
acentuado para ambas as superficies recobertas com SAM CYS. A
modificacéo com CYS apresentou um padréo difusional de
transferéncia de elétrons bem significativo o que pode ser
justificado pela formacdo de uma camada com irregularidades ou
defeitos permitindo assim a transferéncia de elétrons.

As ligacgdes da cistamina com a superficie do ouro
é¢ do tipo tiol onde o Aatomo de enxofre forma ligacbes Au-S,
ficando seus grupos amino livres ativos para ligacdes com outros
grupos da monocamada. Estas ligacdes podem levar a formacdo de
cadeias carbdnicas curtas e espacadas resultando uma monocamada
com pouco grau de organizacdo o gue justifica a diminuicdo da
impedancia observada na Figura 9b e 12c. Isto sugere que a reacao
de transferéncia de elétrons ocorre como se ndo houvesse uma
barreira de -espessura significativa e que a CYS ndo estéa
bloqueando totalmente a superficie do eletrodo favorecendo um
processo de difusdo das espécies eletroativas permitindo a
passagem das mesmas para superficie do eletrodo através das areas
ndo recobertas. A presenca de um excessc de cargas positivas sobre
0o grupo amino também contribui para a diminuicdo da impedéncia
real e imaginaria do arco capacitivo. A cistamina é um dissulfeto,
portanto, possul dois atomos de enxofre ligados entre si, tendo

nas outras extremidades o grupo amina (NH,) . Quando héa
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imobilizacdo da cistamina, ocorre o rompimento das ligagdes S-S e
cada enxofre serd adsorvido na superficie do eletrodo, isto se da
devido a alta afinidade do enxofre pelo Au. O atomo de enxofre da
molécula propicia a ligacdo de uma cadeia de hidrocarbonetos de
comprimentos variados a superficie do metal, o gue pode ocorrer
por ligac¢des covalentes, enquanto que a estabilizacdo da estrutura
das moléculas vizinhas ocorre por interacdes de van der Waals.
Quando o GA ¢é adicionado sobre a monocamada de CYS o© grupo
carbonila do GA reage com o grupo amina da CYS ficando o outro
grupo carbonila (GA) livre na superficie. O GA em solugdo tampéo
tem seu pH reduzido sugerindo que o0s grupos aldeidos do GA
adguirem cargas negativas e reagem com a CYS através da formacédo
da base de Schiff.

A Figura 3 1ilustra as etapas de construcdo do
imunossensor (este Gltimo apresentado na Figura 4) na presenca do
analito (S. aureus). Na modificacdo do eletrodo com CYS (etapa i),
incubacdo por 2 h, e CYS-GA (etapa 11) verificou-se um
comportamento representado inicialmente por um semicirculo tipico
da resisténcia de transferéncia de elétrons seguido de um processo
difusional. A imobilizacdo da proteina A (etapa 1ii) sobre o
eletrodo modificado com CYS-GA mostrou um aumento de impedancia
bem caracterizado em comparac¢do aos recobrimentos com as SAMs. Na
interacdo GA - proteina A, o0s grupos amino da proteina se ligam
com o grupo aldeido do GA através da formacdo de base de Schiff.
Entre os fatores que influenciam a interac¢do GA - proteina A, o pH
¢ considerado um dos mais importantes. O aumento do pH geralmente
aumenta a capacidade de ligacdoc do GA, ou seja um aumento na

concentracdo de 1ions-H acelera a ligacgdo do GA, sendo que o pH
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considerado ideal para ligacdes com proteinas é 7,5 a 8,0, um
pouco superior ao fisioldgico que é entre 7,2 a 7,4.

0O eletrodo modificado com CYS-GA-proteina A, no
gqual se imobilizou os anticorpos anti-$. aureus apresentou um
aumento da impedéncia real e imagindria do arco capacitivo, o gue
representa um maior grau de resisténcia a transferéncia de
elétrons. O resultado de impedédncia foi significativo com o
blogueio com sorcalbumina bovina. A principal finalidade deste
bloqueio ¢é preencher as irregularidades da superficie apbds as
modificacdes evitando assim as reacdes inespecificas no
imunoensaio. No estudo preliminar empregando S. aureus Ccomo
antigeno especifico para o anticorpo monoclonal, observou-se um
significativo aumento do arco capacitivo, o gque mostra a
ocorréncia da interacdo antigeno-anticorpo. Novos imunoensaios
serdo de fundamental importédncia para assegurar o0s resultados do
imunossensor impedimétrico. Na etapa de aplicacdo do imunossensor
em amostras contendo S. aureus, a reacdo de afinidade antigeno
(analito)-anticorpo envolve as regides determinantes de
complementaridade ou CDRs (complementarity determining regions).
Na porcgdo N-terminal dos anticorpos localizam-se os fragmentos Fab
onde se encontram os dois sitios de ligacdo (CDRs) ao antigeno as
guais se ligam por complementaridade ao epitopo do antigeno. Esta
regido hipervaridvel forma cinco ou seis algas que compreendem um
total de cerca de cinguenta residuos de aminocdcidos, o0s quais
participam na formagcdo do paratopo da molécula de Ig. Assim, o
paratopo € constitulido de peptideos contendo aminodcidos gue séo
complementares agqueles que sdc constituintes do epitopo do

antigeno. A maior forga que atua na atragdo primaria entre



22/22

epitopos e paratopos sdo as interacdes hidrofdébicas e
eletrostdticas. As reac¢des seguem um padrdo onde a molécula se
amolda a outra por mecanismo de indugdo. H& uma complementariedade
entre os sitios de ligacdo especificos e um encaixe entre as
moléculas.

Aqueles versados na técnica irdo perceber gue o©
objeto ora pleiteado ndo necessariamente limita-se ao qgue foi
descrito antericrmente, sendo possiveis outras variacdes sem fugir

do que é contemplado nas reivindicacdes em anexo.
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REIVINDICACOES

1. “IMUNOSSENSOR IMPEDIMETRICO E DISPOSITIVO
COMPREENDENDO O MESMO”, o dito imunossensor caracterizado por
compreender um eletrodo de trabalho (8) formado a partir de uma
superficie de monocamada autoorganizada de cistamina modificada
por glutaraldeido e por ao menos uma proteina de membrana.

2. “IMUNOSSENSOR IMPEDIMETRICO”, de acorde com a
reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato da proteina de membrana
ser a proteina A de S. aureus.

3. “DISPOSITIVO” (0) compreendendo o imunossensor
definido na reivindicacdo 1, caracterizado por compreender:

-um meio de succdo de ar (1) em comunicacdo com
uma bomba de vacuo (4);

-uma célula (2) contendo solucdo PRBS, e uma
segunda célula (3) contendo uma solucdo de ferri/ferrocianeto;

~-sistema de eletrodos (5) dotado de um eletrodo

de trabalho (8) contendo uma superficie de monocamada
autoorganizada de cistamina (SH-CH,-CH,-NH,) , modificada por
glutaraldeido (OHC- (CH,),-CHO) e uma proteina de membrana;

-um dispositivo potenciostato (6) acoplado a uma

unidade processadora (7).
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RESUMO

“IMUNOSSENSOR IMPEDIMETRICO E DISPOSITIVO
COMPREENDENDO O MESMO”

O presente pedido de patente revela um
dispositivo de deteccdo impedimétrico voltado a areas criticas de
contaminacdo microbiana, compreendendo um eletrodo construido a
partir de monocamadas autoorganizadas e proteina A imobilizadas na
superficie de seu transdutor. A avaliacdo da contaminacgédo
microbiana é efetuada por meio da succdo da atmosfera interna do

ambiente, interacdo Ag-Ac e deteccdo por impedancia eletroquimica.
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