@ \ AVA

] AV#X#V UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

Ny, u nesp «JULIO DE MESQUITA FILHO" r )/
//“%EJJ/ Campus de Botucatu

Instituto de d
Biociéncias PG-BGA

DETECCAO DO VIRUS DA CINOMOSE CANINA POR

DIFERENTES METODOLOGIAS ANALITICAS

CAROLINE RODRIGUES BASSO

Dissertacdo  apresentada ao  Instituto  de
Biociéncias, Campus de Botucatu, UNESP, para
obtengdo do titulo de Mestre no Programa de Pds-
Graduagio em Biologia Geral e Aplicada, Area de
concentragdo Biomoléculas: estrutura e fungdo.

Prof. Dr. Valber de Albuquerque Pedrosa

BOTUCATU - SP
2015

Programa de Pés-graduacédo em Biologia Geral e Aplicada
Distrito de Rubi&o Junior s/n CEP 18618-000 Cx Postal 510 Botucatu-SP Brasil
Tel (14) 3811-6148 Fax (14) 3811-6148 posgraduacao@ibb.unesp.br



*T AY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA J

WA
N u nes " 490LI0 DE MESQUITA FILHO”
//H”“*’/ Campus de Botucatu
Instituto de
Biociéncias PG-BGA

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“Julio de Mesquita Filho”

INSTITUTO DE BIOCIENCIAS DE BOTUCATU

DETECCAO DO VIRUS DA CINOMOSE CANINA POR

DIFERENTES METODOLOGIAS ANALITICAS

CAROLINE RODRIGUES BASSO

VALBER DE ALBUQUERQUE PEDROSA

Dissertacdo apresentada ao Instituto de Biociéncias,
Campus de Botucatu, UNESP, para obten¢o do titulo de
Mestre no Programa de Pos-Graduag@o em Biologia Geral
e Aplicada, Area de concentragio Biomoléculas: estrutura
e fungdo.

Prof. Dr.Valber de Albuquerque Pedrosa

BOTUCATU - SP
2015

Programa de Pés-graduacédo em Biologia Geral e Aplicada
Distrito de Rubi&o Junior s/n CEP 18618-000 Cx Postal 510 Botucatu-SP Brasil
Tel (14) 3811-6148 Fax (14) 3811-6148 posgraduacao@ibb.unesp.br



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

@ AVA
AVAVAY
av ] »”
JULIO DE MESQUITA FILHO

Campus de Botucatu
Instituto de u

Biociéncias PG-BGA

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAC TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO TECNICAZ DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAOD - CEMPUS DE BOTUCATU - UNESP

BIBLIOQTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE AFPARECIDA VICENTE-CRB 8/5651

Basso, Caroline Rodrigues.

Deteccgdo do virus da cinomose canina por diferentes
metodologias analiticas / Caroline Rodrigues Basso. -
Botucatu, 2015

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista
"Julio de Mesquita Filho", Institutc de Biociéncias de
Botucatu

Orientador: Valber de Albuguerque Pedrosa

Capes: 20100000

1. Cinomose - Diagndstico. 2. Cdo -Doencas. 3. Anidlise
eletroguimica. 4. Espectroscoplia de impedancia.

Palavras-chave: Biossensor; Cinomose; Ressonancia.




DEDICATORIA

Em primeiro lugar a Deus, por ter permitido que tudo isso acontecesse, dando-me
saude e for¢a na conclusao deste trabalho.

A minha familia, meus pais Pedro Carlos e Maria Aparecida, por terem acreditado em
mim, dando-me incentivo ¢ ndo medindo esforgos para que eu pudesse concluir essa etapa de
minha vida. A minha irmi Fernanda, pelo apoio incondicional.

Ao meu namorado Anderson pelo incentivo e paciéncia, sempre do meu lado me

apoiando nas horas mais dificeis.

“A tarefa ndo é tanto ver aquilo que ninguém viu, mas pensar o
que ninguém ainda pensou sobre aquilo que todo mundo vé”
(Arthur Schopenhauer)



AGRADECIMENTQOS

Ao meu orientador Prof® Dr. Valber de Albuquerque Pedrosa pela amizade, paciéncia,
ensinamento e incentivo, estando presente em todos os momentos tornando possivel a
conclusdo desta monografia.

Ao Prof® Dr. Jodo Pessoa Aratjo Junior por toda ajuda na parte experimental do
trabalho, fornecendo todas as amostras de virus e anticorpos fundamentais para sua execugao.

A Dr* Claudia, pela ajuda nas interpretacdes dos dados e na execugdo deste trabalho.

A Juliane Renata, pela amizade e ajuda em todos os momentos.

Aos colegas do Laboratorio de Biomateriais e Técnicas Eletroquimicas, Lucas, Bruno,
Naira e Jéssica, pelas risadas, aprendizados e amizade que levarei para o resto da vida.

A todos os professores ¢ funciondrios do Departamento de Quimica e Bioquimica,
UNESP- Botucatu, pela amizade.

A Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo (FAPESP), pelo auxilio
financeiro para realizagdo do projeto (Processo n°® 2012/15666-1).

E a todos que direta ou indiretamente fizeram parte da minha formagao, o meu muito

obrigada.



INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Descri¢ao da estrutura do virus da cinomose canina representando a proteina N do
nucleocapsideo, as proteinas associadas a transcriptase P e L, a proteina matriz de membrana
M e as glicoproteinas H € F........oociiiiiiiie e 18

Figura 2: Esquema de funcionamento de um biossensor demostrando a deteccao do analito.
Primeiro ocorre a introdug¢do da amostra que se liga ao componente bioldgico de interesse
presente na superficie do transdutor, que tem como fung¢do a transformacdo do sinal biologico
em sinal elétrico que sera lido pela unidade processadora e transformado em um sinal
MENSUTAVE] PATA LETEUTA. ....ceiiiiiiie et e s re e e sreeeaseeenseeens 22

Figura 3: Métodos de imobilizagao de biomoléculas na superficie dos biossensores através de
adsorcao fisica, oclusdo, ligacdo covalente e ligacdo covalente cruzada. ..........cccceevueereennnen. 24

Figura 4: Esquema representativo do funcionamento de um equipamento de Ressonancia
PlasmoOnica de SUPETTICIC. ....c...ieviiiiieiieciieiee ettt ettt be e saeebeesnaeesreenenas 26

Figura 5: Funcionamento da ressonancia plasmonica de superficie segundo configuracdo de
Kretschmann. Uma luz polarizada atravessa o meio Optico denso (prisma) alcangando a
interface metal/ar e sendo refletida de volta para o meio mais denso e detectada por um
conjuNto de fOtOAIOAOS. .....eeiiiiiieiie ettt e 27

Figura 6: Configuragio de Kretschmann para ressonancia plasmonica de superficie,
sensorgrama apresentando resposta absoluta (RU) em funcdo do tempo. O grafico demonstra
todas as etapas de adsor¢ao e a quantidade de amostra adsorvida na superficie do sensor......29

Figura 7: Monitoramento da adsor¢do de moléculas na superficie do sensor da SPR. A
primeira imagem de IR - intensidade de radiacdo refletida (reflexibilidade) em funcdo do
angulo demonstra a liga¢do que ocorre na superficie do sensor. A segunda imagem do angulo
SPR/ mDA- miligraus em fun¢ao do tempo € usada para monitorar as cinéticas de adsorcao de
LOAO PTOCESSO. 1.nuveeeiiieeeiiieestee et e e rtteeertteeestteeetteeentaeesnsaeeansseeasseeessseeeasseeeanseesssseeensseesnsseesnsseenns 30

Figura 8: Sensorgrama mostrando as etapas de modificagdes que ocorrem na superficie do
sensor. Primeiro o tampdo ¢ passado para formar a linha base, seguido pela adsor¢do do
material de interesse. Novamente o tampao ¢ passado sobre a superficie para remover o
material fracamente ligado. A regeneragdo da superficie ¢ realizada utilizando solucao glicina.

Figura 9: Representacdo da ligacdo do virus CDV ao anticorpo que estd ligado as
nanoparticulas modificadas por EDC/NHS e monocamadas auto-organizadas....................... 40

Figura 10: Sensorgrama mostrando os passos experimentais: modifica¢do da superficie com
EDC/NHS, anticorpo e BSA. | setas indicam o inicio do passo de lavagem com tampao PBS
10 mM (pH 7,4) contendo 0,1% de TWeen 20. ........ccceeeuiiieiiiieeiieeeie et 42

Figura 11: Adsor¢do e ligagdo dos anticorpos sobre a superficie do sensor em diferentes
concentragoes: A) 0,25, B) 0,5, C) 1,0, D) 2.0 E) 10,0, F) e 20,0 L) 50,0 pg L'em 10 mM
P B S ettt bbbttt ettt b et eae 43

Figura 12: Resposta do sensor SPR para a interagdo de diferentes concentragdes de antigenos
com os anticorpos imobilizados. A) (a) 1,1, (b) 2,3, (c) 5.8, (d), 11,0 e (¢) 116,0 ug L. O
experimento foi realizado na temperatura ambiente em PBS 10 mM, pH 7,4 e apos a inje¢ao


file:///C:/Users/Caroline/Desktop/Dissertação%20Mestrado.docx%23_Toc409525898
file:///C:/Users/Caroline/Desktop/Dissertação%20Mestrado.docx%23_Toc409525898
file:///C:/Users/Caroline/Desktop/Dissertação%20Mestrado.docx%23_Toc409525898
file:///C:/Users/Caroline/Desktop/Dissertação%20Mestrado.docx%23_Toc409525898
file:///C:/Users/Caroline/Desktop/Dissertação%20Mestrado.docx%23_Toc409525898
file:///C:/Users/Caroline/Desktop/Dissertação%20Mestrado.docx%23_Toc409525899
file:///C:/Users/Caroline/Desktop/Dissertação%20Mestrado.docx%23_Toc409525899

de cada amostra a linha de base foi restaurada por injecao de 0,2 M de glicina-HCI (pH 3,0).
B) Fit linear da concentracao do CDV realizado em triplicata.............ccccvvevcrieenciieencieecieenee, 44

Figura 13: Grafico de espectroscopia da modificagdo no elétrodo de ouro MUA (a), ativacao
EDC/NHS (b), imobilizacao de anticorpos (c), bloqueio com BSA (d) e ligagdo do CDV (e)
em potencial de 0,3 Vvs. Ag/AgCl em 10 mM PBS (pH 7,4) contendo 10 mM de FCMA. ...45

Figura 14: A) Espectro de impedancia medido para o anticorpo funcionalizado exposto ao
eletrodo com CVD em 1 ng mL (a), 3 ng mL (b), 6 ng mL (c), 13 ng mL (d), 115 ng mL e (f)
160 ng mL. B) Curva de calibragdo Rcr no imunossensores compreendendo tanto amostra
positiva (@) € cONtrole NEZATIVO (@ )....ccuvieuieeiieiieeiieriie et eriee et ereeeete e eeeaeeseaeebeeseaeenseenenas 46

Figura 15: Sensorgrama mostrando o procedimento experimental no biossensor: (A)
imobilizagdo de 200 nL. de EDC/NHS sobre as SAMs para criar ligagdes covalentes com as
aminas dos anticorpos; (B) inje¢do de 50 pL de anticorpos; (C) 100 pL. de BSA necessario
para bloquear os espagos remanescentes entre os anticorpos. Setas para baixo (em vermelho)
indicam as etapas de lavagem utilizando PBS/tween. Inser¢do na figura: o grafico mostra a
amostra positiva (linha vermelha) e o experimento de controle negativo (linha preta). .......... 48

Figura 16: Sensorgrama mostrando a liga¢do dos anticorpos na superficie do sensor guiado
pela utilizacdo da proteina A: (A) imobilizagao de 200 nL de EDC/NHS; (B) imobilizagao de
30 uL da proteina A; (C) 50 uL de anticorpos foram adicionados para liga¢do a proteina A e
(D) injecdo de 100 uL de BSA. Setas para baixo (em vermelho) indicam as etapas de lavagem
UHHZANAO PBS/AWEETL. ...cuiiiiiiiiiieiete ettt st et 49

Figura 17: Gréfico final de deteccdo do CDV obtido pela técnica de SPR. (A) Ativagdo com
EDC/NHS; (B) injecao da proteina A; (C) inje¢ao dos anticorpos; (D) adi¢do da solucao de
BSA; (E) liga¢do da amostra positiva; (F) regeneragdo da superficie com solucdo glicina pH
2,5 e (G) controle utilizando amostra negativa. As setas em vermelho indicam lavagem com
taAMPAO PBS/EWERN. ...ceiiiiiiiiiie ettt ettt e e e e st e e sbe e e eeennbeeenaeeen 50

Figura 18: Sensorgrama mostrando o processo de regeneracdo da superficie para injecao de
novas amostras. (A, C e G) injecdo de 50 pL de amostras positivas diferentes; (B, D e F)
injecdo de 200 pL de glicina (passo de regeneracdo) e (E) 50 puL da amostra negativa
(experimento controle). As setas para baixo (em vermelho) indicam as etapas de lavagem
Utilizando PBS/EWEEN. ....couiiiiiiiiiii s 50

Figura 19: Grafico com deslocamento das linhas da SPR demonstrando todo processo de
ligagdo. Modificacdo da superficie com MUA e EDC/NHS (linha vermelha), inje¢do da
proteina A (linha azul), inje¢do do anticorpo (linha preta) e injecdo da amostra positiva (linha
A3 (6 () TR RSSO 51

Figura 20: Resposta SPR (RU) versus concentracdo de anticorpo. O grafico mostra as
respostas SPR em que os anticorpos foram reticulados a proteina A.........ccccceeeeveevieneenennene 52

Figura 21: Curva de calibragdo para diferentes concentragdes do CDV. A superficie foi
regenerada apoOs cada inje¢do de amostra. As barras de erros representam o desvio padrao das
1ESPOSAS EIM tIIPIICALTAS. ..eevvieiiieiieiiie ettt ettt ettt e et e et e aeeenbeesnaeenseeeneas 53

Figura 22: Imagens obtidas no MET. A) nanoparticulas de ouro em uma escala de 1 pm. B)
Distribuigdo das nanoparticulas apresentando um diametro médio de 26,67 £ 3,81 nm e
polidispersividade de 14,3% e C) Espectro de UV-Vis das nanoparticulas mostrando a
absorbancia e comprimento de onda de 525 NM.........cocieviiiiiiniiiiieieeee e 55


file:///C:/Users/Caroline/Desktop/Dissertação%20Mestrado.docx%23_Toc409525912
file:///C:/Users/Caroline/Desktop/Dissertação%20Mestrado.docx%23_Toc409525912
file:///C:/Users/Caroline/Desktop/Dissertação%20Mestrado.docx%23_Toc409525912
file:///C:/Users/Caroline/Desktop/Dissertação%20Mestrado.docx%23_Toc409525912
file:///C:/Users/Caroline/Desktop/Dissertação%20Mestrado.docx%23_Toc409525912
file:///C:/Users/Caroline/Desktop/Dissertação%20Mestrado.docx%23_Toc409525918
file:///C:/Users/Caroline/Desktop/Dissertação%20Mestrado.docx%23_Toc409525918
file:///C:/Users/Caroline/Desktop/Dissertação%20Mestrado.docx%23_Toc409525918
file:///C:/Users/Caroline/Desktop/Dissertação%20Mestrado.docx%23_Toc409525918

Figura 23: Curvas do UV-Vis obtidas apds cada etapa de conjugacao. Nanoparticulas de ouro
(linha preta), nanoparticulas modificadas com MUA (linha vermelha), modificagio com
EDC/NHS (linha verde) e adigao do anticorpo (linha azul)...........ccccecvveviieniiiiiiniiieieieeee 56

Figura 24: Estudo comparativo entre as amostras positiva € negativa. A) nanoparticulas de
ouro (linha preta), MUA (linha vermelha), EDC / NHS (linha verde), anticorpo (linha azul) e
amostra de urina positiva (linha rosa). B) nanoparticulas de ouro (linha preta), MUA (linha
vermelha), EDC / NHS (linha verde), anticorpo (linha azul) e amostra de urina negativa (linha
TOSQ). 1uurreeeeeiurteeeeeuseeeeeatreeeeaauaaeeeeassaaeeaasssseeeaaaassaaeassseaeeanssseeeaanssaeaeaanssseeeannsseeeeassaaeeeannraeeeanns 57

Figura 25: Etapas de modificacdo das nanoparticulas obtidas por MET. Nanoparticulas de
ouro (A), nanoparticula isolada e modificada pela formacdo da SAM e EDC/NHS (B),
adsorcao do anticorpo (C) e ligacdo com 0 virus CDV (D). c..coccviviiieiiieiieieeiieeieeieeeie e 58

Figura 26: Teste colorimétrico para diferentes tipos de vitus. Nanoparticulas de ouro (A),
modificacdo com MUA, EDC/NHS e anticorpo (B), amostra positiva do CDV (C) e amostra
negativa (D). Teste de interferéncia: ophidian paramixovirus (OPMV) (1), parvovirus (2),
paramixovirus (3) € VIrus NEeWCAStIE (4). ...cccveerrieeiiieiieeieeiieeie ettt 59

Figura 27: Dilui¢des das concentragdes dos anticorpos. A) amostra de anticorpo diluido em 1
mL de 2,0 pg L' em 10 mM PBS para 0,0 mL PBS (linha azul), 200,0 mL PBS (linha verde),
500,0 mL PBS (linha vermelha) e 1000,0 mL PBD (linha preta ). B) curva de calibracio para
o IgG. ImL de IgG x mg mL foram diluidos para 1000, 500, 200 e 0 mL de PBS. ................ 60

Figura 28: Varia¢des das concentragdes de CDV. (A) amostra de CDV diluida em 1 mL de
100,0 pg L' em 10 mM PBS para 0,0 mL PBS (linha rosa), 20,0 mL PBS (linha preta), 50,0
mL PBS (linha vermelha), 100,0 mL PBS (linha verde) e 150,0 mL PBS (linha azul). (B)
curva de calibrag@o Para CDV........oooiiiiiiiie ettt bee e e s e e 61


file:///C:/Users/Caroline/Desktop/Dissertação%20Mestrado.docx%23_Toc409525920
file:///C:/Users/Caroline/Desktop/Dissertação%20Mestrado.docx%23_Toc409525920
file:///C:/Users/Caroline/Desktop/Dissertação%20Mestrado.docx%23_Toc409525920
file:///C:/Users/Caroline/Desktop/Dissertação%20Mestrado.docx%23_Toc409525920
file:///C:/Users/Caroline/Desktop/Dissertação%20Mestrado.docx%23_Toc409525920
file:///C:/Users/Caroline/Desktop/Dissertação%20Mestrado.docx%23_Toc409525923
file:///C:/Users/Caroline/Desktop/Dissertação%20Mestrado.docx%23_Toc409525923
file:///C:/Users/Caroline/Desktop/Dissertação%20Mestrado.docx%23_Toc409525923
file:///C:/Users/Caroline/Desktop/Dissertação%20Mestrado.docx%23_Toc409525923

INDICE DE TABELAS

Tabela 1: Caracteristicas dos materiais mais utilizados como elemento de reconhecimento na
CONSEIUGAO AOS DIOSSEIISOTES. ...veeeevieeiirieeiitieeiiteeeeteeeetteeeeteeeeeteeeeteeeeteeesseeeseseeeesseeessseseenseeennns 23

Tabela 2: Métodos de imobilizagdo de compostos na superficie do sensor com suas vantagens
L8 ST 41 Tl PR RS 25

Tabela 3:Quantidade de virus detectado em cada amostra de urina (em ng mm?) para SPR ¢
RNA viral (copias/puL) para RT-qPCR........cccoviiiieeeeeeeee e 54



LISTA DE ABREVIACOES

Ag- Prata

AgCl- Cloreto de prata

AuNPs- Nanoparticulas de ouro

BSA- Albumina sérica bovina

C- Velocidade da Luz

CDV- Virus da cinomose canina

DNA- Acido Desoxirribonucléico

EDC- N-(3-dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida
EIS- Espectroscopia de impedancia eletroquimica
ELISA- Enzyme-linked immunosorbent assay

€m. Constante dielétrica do metal

€,- Constante dielétrica do prisma

FcMA- Acido monocarboxilico ferroceno

K,- Constante de afinidade

Kops- Propagagdo constant das ondas de plasmons de superficie
Kx. Angulo

KQ- Kiloohms

LSPR- Ressonancia plasmdnica de superficie localizada
MUA- Acido 11-mercaptoundecanoid

NHS- N-hidroxissuccinimida

©- Angulo de incidéncia da luz

OPMV- Ophidian paramixovirus

OPS- Ondas de plasmons de superficie

PBS- Tampao fosfato salino

PCR- Reacao de cadeia polimérica

R%- Coeficiente de determinagio

Rcr- Resistencia de transferéncia de carga

R- Diametro do semicirculo

RNA- Acido ribonucléico

ROI- Regido de interesse

RSD- Coeficiente de variagao da corrente medida
RT-gPCR- Transcriptase reversa quantitative PCR
RU- Unidades ressonantes

SAM- Monocamada auto-organizada

SNC- Sistema nervoso central



SPR- Ressonancia Plasmodnica de superficie

TEM- Microscopia eletronica de transmissao

- Frequéncia angular da luz incidente

11



SUMARIO

RESUMO ..ttt ettt ettt et st e st e e eseesaeenseentesseenseensesneenseeneenns 14
ABSTRACT ...ttt ettt ettt e bt et e bt et e et e sat e b e st e saeeteeaee e 15
LT INTRODUGAO ... 16
1.1 Virus da Cinomose Canina (CDV- Canine Distemper Virus)........ccccceeeveereenreennnennnenne. 16
1.2 Detecgao do Virus da Cinomose Canina............eeeeeeuveeeeeiiiieeeeiiieeeeeiiieeeeeeneeeeeeeanveeeeans 19
L3, BIOSSEISOT ...ttt ettt ettt et ettt e sat e et e s ab e e bt e s bt e et e e e at e e bt e eneeenbeenateenne 20
1.4 Ressonancia Plasmonica de Superficie (SPR)......cccooiiiiiiiiiiiieeee 26
1.5 Trabalhos utilizando Ressonancia Plasmonica de Superficie.........ooveevvierienvienirennnnnne. 32

2 OBIETIVO ..ttt et et a ettt e bt et st e s et et e st e bt e be e 35
2.1 ODJEIVOS GETAIS .....veeuvieeiieiieeiieeieeeieesteeeteesteeeteesseeeseenssesnseessseasseessseesaessseesseessseenseens 35
2.2 Objetivos ESPECITICOS ....veruiiriiiiiiiiiiiiciiriieieccec ettt 35

3 PARTE EXPERIMENTAL......ootiiiiiieieectete ettt sttt es 36
3.1 Reagentes UtIIZAAOS .....cccuevuieiiriiniieiieiceceneeeeetee ettt 36
3.2 ANEICOTPOS weeenevieeiiieeeitieeeitee ettt e ettt e stteeeteeesaeeesssaeeasseeensseeanssaeassseenssaesasseeensseesnnseesnsseenns 36
3.3 AMOSIIAS ...ttt ettt ettt ettt e b e st eh e e a e bt et e e bt e et e bt e et e e naeeeane 37
3.4 Materiais € EQUIPAMENTOS ......eeevuiieriiieeiieeiiie et esieeeteeeeve e e e e iaeeeaeeesbeeesnreeennaeeens 37
3.4.1 Ressondncia Plasmonica de Superficie (SPR) .........ccccoccvueviioinieinieniineeneeieneenaes 37
3.4.2 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIS) ...........cccccccoveevvivvenoecnenccnnenne. 37
3.4.3 Ressondncia Plasmonica de Superficie Localizada (LSPR) .............cccccocueveevuennncnne. 38
3.4.4 Microscopia Eletronica de TransmisSA0 (TEM) .........ccooeveeeeeveeeeceeeniieeeiieeeieeenne, 38

3.5 PrOCEAIMENTOS ...eoutiiiiiiiiieiieeit ettt sttt ettt et e sbt e et e st e s e naee e 38
3.5.1 Limpeza do sensor e preparagdo das monocamadas auto-orgnizadas (SAMs) ....... 38
3.5.2 Preparac¢do das nanoparticulas de OUTO .............ccccueeeeecuieiieeiiieiienieeseeeie e 39

3.5.3 Utilizagdo das nanoparticulas de ouro para detec¢dao do CDV utilizando UV-Vis .39

4 RESULTADO E DISCUSSAO. ...t essesissee s sssses s ssessses 41
4.1 Deteccdo do Virus da Cinomose Canina Utilizando Ressonancia Plasmoénica de
Superficie (SPR) e Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIS) .........cccccoevieneennee. 41
4.2 Utilizagdo da proteina A para deteccdo do CDV utilizando a técnica SPR ................... 47

12



4.3 Deteccao do Virus da Cinomose Canina Utilizando Ressonancia Plasmoénica de

Superficie Localizada (LSPR) .......oouiiioiiieeieeeeeee et 54
S CONCLUSAO ..o e e e e e e e e e e e e e e s e s e s e e e e s e e e e s e e eene 62
REFERENCIAS ..o e et e e s e e e e e e s oo e ser e 63

13



RESUMO

O virus da cinomose canina conhecido como CDV (canine distemper virus), acomete animais
de ordem carnivora sendo considerado uma das doencas canina mais dificil de diagnosticar
clinicamente, podendo levando a morte cerca de 85% dos cades infectados. Atualmente,
existem varias técnicas para o diagnostico da cinomose canina entre eles se destacam os
métodos ELISA, hibridizagdo in sito, testes sorologicos, fluorescéncia e técnica de PCR,
porém os mesmos podem apresentar resultados demorados, além de um elevado custo. Nos
ultimos anos, o desenvolvimento de biossensores vem se apresentando como uma alternativa
para a detec¢do quimica e bioquimica de diversos compostos, mostrando grande potencial
para sua aplicagdo no diagnodstico clinico. Dessa forma, desenvolvemos uma metodologia
analitica para o diagnodstico rapido da cinomose canina em amostras reais, com alta carga
viral, utilizando diferentes técnicas como ressondncia plasmoénica de superficie (SPR),
ressonancia plasmonica de superficie localizada (LSPR), espectroscopia de impedancia

eletroquimica (EIS) e colorimetria.

Palavras-chave: Biossensor, cinomose canina ¢ ressonancia plasmonica de superficie.
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ABSTRACT

The canine distemper virus known as CDV, affects animals carnivorous order and is
considered one of canine diseases more difficult to diagnose clinically, and may leading to the
death about 85% of infected dogs. Currently, there are several techniques for the diagnosis of
canine distemper among them stands out the ELISA methods, in situ hybridization,
serological tests, fluorescence and PCR technique, however they may present lengthy results
and a high cost. In recent years, the development of biosensors has been presented as an
alternative to chemical and biochemical detection of several compounds showing high
potential for application in clinical diagnostics. Thus, we developed an analytical
methodology for the rapid diagnosis of canine distemper virus in real samples, with high viral
load, using different techniques such as surface plasmon resonance (SPR), located surface

plasmon resonance (LSPR), electrochemical impedance spectroscopy (EIS) and colorimetry.

Keywords: Biosensor, canine distemper and surface plasmon resonance.
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1 INTRODUCAO

1.1 Virus da Cinomose Canina (CDV- Canine Distemper Virus)

A cinomose ¢ uma doenga infecciosa viral causada por um Morbillivirus da familia
Paramyxoviridae, subfamilia Paramyxovirinae, ordem Mononegavirales bastante resistente ao
meio ambiente, que acomete familias da ordem Carnivora. Esta doenga ¢ causada pelo virus
da cinomose canina que afeta principalmente os caes domésticos podendo contaminar outros
animais selvagens como tigres, ledes, leopardos, guepardos, furdes, raposas e dingos
(TOZATO, 2014; GREENE; APPEL, 1998). A principal forma de transmissdo do CDV ¢
através de contato direto entre animais infectados por suas secregdes nasais, orais, urina e
também por meio de particulas disseminadas no ar causando o aparecimento dos sintomas
clinicos da doenga. Apds a infec¢do, os animais excretam o virus nos fluidos corporais por
periodos prolongados (ARNS; SPILKI; ALMEIDA, 2007).

Essa doenga altamente infecciosa costuma ser aguda e febril, acometendo o sistema
gastrintestinal, o sistema nervoso central (SNC), o sistema respiratério e a pele do animal.
Quando acometido o sistema gastrintestinal o aparelho digestivo ¢ predominantemente
afetado, ocorrendo inflamagdo na mucosa do estdomago e do intestino, determinando o
aparecimento de gastrite e enterite. O animal também apresenta quadros de vomito e diarreia
que no inicio apresenta aspecto seroso tornando-se hemorrdgica e purulenta no final
(GEBARA et al., 2004). Se a doenga afetar o SNC causara inflamacdo das meninges
ocorrendo meningite virdtica, além dos sintomas de encefalite como convulsdo, contracao
muscular localizada, andar em circulos, mic¢ao e defecacao involuntaria, somando-se como
sinais tipicos da doenca. O animal afetado também pode apresentar problemas no sistema
respiratorio, onde sobre a acdo do virus ocorre inflamag¢do dos pulmdes determinando o
aparecimento de pneumonia, além da inflamac¢do também diagnosticada na faringe e na
laringe provocando tosse. A forma mais benigna da doenca € apresentada no modo cutaneo
onde aparecem na pele do animal vesiculas, pustulas e mucosas. J& nos olhos do animal
desenvolve-se conjuntivite serosa (CARVALHO et al, 2012; SILVA et al., 2007;
BIAZZONO; HAGIWARA; CORREA, 2001).

Como mencionado anteriormente, o CDV ¢ um patéogeno com altos indices de
mortalidade, sua letalidade ¢ inferior apenas a raiva canina. Este virus ¢ antigenicamente
semelhante ao virus do sarampo e da peste dos pequenos ruminantes. (BARBOSA; PASSOS,
2008; LUCIO et al., 2014).
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O virion pleomorfico € constituido por um envelope lipoproteico, capsideo de simetria
helicoidal e genoma de RNA fita simples ndo segmentado de polaridade negativa. A particula
viral tem aproximadamente 150 a 250 nm de didmetro e ¢ envolta por um envelope
lipoproteico derivado da membrana da célula hospedeira (GREENE; APPEL, 1998;
MOCHIZUKI et al., 1999). Seis proteinas estruturais sdo codificadas por seis genes presente
no genoma viral, sendo elas: duas glicoproteinas denominadas hemaglutinina (H) e proteina
de fusdo (F), uma proteina de membrana chamada proteina matriz (M), uma proteina do
nucleocapsideo (N) e duas proteinas associadas a transcriptase (P e L). A proteina M estd na
matriz do envelope sendo responsavel pela sua estabilidade. A glicoproteina H apresenta
atividade de hemaglutinagdo e ¢ a responsavel pela fixagdo do virus na célula hospedeira,
sendo alvo dos anticorpos neutralizantes. Ja a glicoproteina F comanda a passagem do virus
para a célula hospedeira por meio da fusao do envelope viral com a membrana celular. A
resposta imune humoral especifica e celular contra o CDV ¢ induzida através da
hemaglutinina H e da nucleoproteina N (LAMB; KOLAKOFSKY, 2001; HARTMANN,
2006; TOZATO, 2014).

A multiplicagdo viral inicia-se com a adsor¢ao do virus na célula hospedeira, resultado
da junc¢do entre a glicoproteina H com os receptores de membrana celular. No interior da
célula, a organela responsavel por sintetizar as glicoproteinas H e F ¢é o reticulo
endoplasmatico granuloso. Apds sintetizadas, ocorre uma associacdo com o reticulo
endoplasmatico ndo granuloso, permitindo a passagem para a membrana celular. A proteina
de membrana M interage com as glicoproteinas do envelope e com a proteina N do
nucleocapsideo, tornando-se importante no processo de montagem do virus (Fig.1)
(ANDREWES; PEREIRA; PORTERFIELD, 1989; BUCHEN- OSMOND, 2003;
MESSLING et al., 2001).
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Figura 1: Descricdo da estrutura do virus da cinomose canina representando a proteina N do nucleocapsideo, as
proteinas associadas a transcriptase P e L, a proteina matriz de membrana M e as glicoproteinas H e F.

Fonte: Appel, M.J.G; Summers, B.A. (1999).

O animal ao entrar em contato com o antigeno causador do CDV apenas uma vez ird
conferir provavelmente imunidade em longo prazo, pois 0 mesmo apresenta apenas um
sorotipo (MARTELLA et al., 2006). Logo ap6s o contato com o CDV, os cdes que se
recuperam no inicio da infeccdo apresentam maior resposta da reagdo imune humoral e
celular. Os anticorpos produzidos pelo organismo dos cdes apareceram entre o décimo e o
vigésimo dia depois do contato com o agente causador, atingindo niveis maximos
posteriormente. Os dois anticorpos que aparecem logo no inicio da infec¢do sdo o IgG e o
IgM, cujo IgG ¢ o mais importante para a imunidade (GRIOT et al., 2001). Em geral, a
protecdo gerada pela imunidade humoral ¢ devido a producdo de anticorpos contra a
nucleoproteina N, seguida pela producdo de anticorpos contra as proteinas do envelope viral
(H e F). A glicoproteina H € o principal antigeno envolvido na neutraliza¢do do virus in vitro,
entretanto, os anticorpos gerados em resposta a proteina de fusdo (F) desempenham
importante func¢do para a prevencdo da propagacao da infec¢do e desenvolvimento da doencga
in vivo (BEINEKE et al., 2009; LAMB; KOLAKOFSKY, 2001).

A resposta imune mensurada por linfocitos T aparece de dez a quatorze dias apds o
contato com o antigeno e atinge seu maximo de quatorze a vinte dias. J4 a resposta imune
humoral ir4 prevalecer durante anos em animais recuperados. Nos cdes que morrem devido a
doenca, a formagao de anticorpos e a resposta imune celular aparecem de forma tardia (SIXT
et al., 1998). Logo a vacina ¢ a melhor maneira de impedir que o cdo contraia a doenca. O

virus também pode ser eliminado com a aplicagdo nos ambientes de detergentes,
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desinfetantes, solventes lipidicos e a altas temperaturas. Nos paises em que a cinomose ¢
endémica, como no Brasil, milhares de cdes morrem todo o ano. O controle do CDV ¢ dificil
pelo grande nuimero de espécies selvagens que podem ser infectadas. Em paises
desenvolvidos que reduziram a incidéncia da doenca pela vacinacdo massiva ainda
apresentam surtos esporadicos da cinomose. A infeccdo pelo CDV se apresenta no mundo
inteiro, ocorrendo com maior frequéncia em caes jovens nao vacinados (TOZATO, 2014;

ARNS; SPILKI; ALMEIDA, 2007).

1.2 Deteccao do Virus da Cinomose Canina

As altas taxas de mortalidade desta doenga infecciosa viral exigem aceleracdo nos
procedimentos de diagndstico, movendo para a quarentena os individuos infectados e
iniciando o tratamento adequado precocemente (DASZAK; CUNNINGHAM; HYATT,
2000). O primeiro diagndstico da cinomose ¢ realizado de acordo com os sintomas clinicos
apresentados pelo animal, relacionando sua idade e os sinais visiveis ao veterinario, podendo
resultar em um diagndstico equivocado e errado, pois os sinais clinicos sdo inespecificos e
outras enfermidades podem apresentar sinais em comum com a cinomose (CORREA;
CORREA, 1992). Embora nao haja nenhuma terapia especifica para a doenga, que na maioria
das vezes leva o animal a morte, métodos de deteccao rapidos e confidveis sdo extremamente
criticos e essenciais para detectar a presenca dos virus em niveis muito baixos, ndo apenas
para salvar vidas, mas também para poupar tempo de andlise e custo (ELIA et al., 2006). Para
o diagnostico laboratorial, o virus pode ser detectado em uma gama de amostras bioldgicas
nos diferentes estdgios da infeccdo como: urina, sangue total, leucocitos, fezes, saliva e
secrecdo respiratoria. Entre essas amostras, a urina tem sido demonstrada por varios autores
ser a amostra bioldgica que apresenta maior vantagem no diagnostico ante mortem devido a
alta quantidade viral e o método de colheita ndo invasivo (AMUDE et al., 2006; AMUDE et
al. 2007; KIM et al., 2001; SAITO et al., 2006; TOZATO, 2014).

Nestas amostras bioldgicas normalmente sdo utilizadas técnicas de detec¢do do
antigeno ou do RNA viral como: inoculagdo em cultivo celular, imunofluorescéncia direta,
ELISA direto com anticorpo de captura, imuno-istoquimica, hibridizacdo in situ, sorologia e
histopatologia (FRISK et al., 1999; RZEZUTKA et al., 2002). Com excecdo das técnicas de
deteccdo do RNA viral como reacao de cadeia polimérica (PCR), a maioria dessas técnicas
apresentam limita¢cdes como: baixa sensibilidade analitica ou somente pode ser realizada no

post mortem (GREENE; VANDEVELDE, 2012; SANTOS et al., 2009). Imunofluorescéncia
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sO pode ser realizado em tecido fresco congelado e o teste ¢ mais vidvel dentro das primeiras
trés semanas de infec¢do em doenca aguda (JOZWIK; FRYMUS, 2005). A imuno-
histoquimica € uma técnica altamente sensivel e especifica para a detec¢do do virus CDV em
tecidos obtidos post mortem, mas possui limitagdes para o diagnodstico da cinomose em
animais vivos, sendo dependente de parametros especificos como a producdo de anticorpos
(SCHMIDT, 1989). A histopatologia ndo ¢ especifica e normalmente requer um teste
confirmatorio (BEINEKE; SEEHUSEN; BAUMGARTNER, 2009). PCR ¢ uma técnica com
elevada sensibilidade analitica, mas esta varia com: tipo de amostra, método de extracdo do
RNA e da escolha dos iniciadores. Contudo, quando comparada com outras técnicas ja citadas
apresenta algumas vantagens como: a realizagdo de um diagndstico rapido e precoce (ELIA et
al., 2006). No entanto, estes métodos requerem o processamento de varios passos nas
amostras de virus vivo ou de cultura, o que leva a um consideravel tempo de analise e custo.
Por isso, continua a ser um desafio encontrar novas abordagens que melhoram a rapidez, a
simplicidade, a seletividade e a sensibilidade na detec¢do de doencas infecciosas virais
(KATAYAMA; SHIMASAKI; OHGAKI, 2002).

Uma nova ferramenta para a deteccao do CDV ¢ através da utilizagdo de biossensores.
Nos ultimos anos, o desenvolvimento de biossensores vem se apresentando como uma
alternativa para a detec¢do bioquimica de compostos, mostrando grande potencial para sua
aplicagdo em analises de alimentos, clinicas e controle ambiental. Atualmente o
desenvolvimento de biossensores se dé pela versatilidade, simplicidade, baixo custo de analise
e deteccdo de compostos dos mais diversos interesses (DAMOS; MENDES; KUBOTA,
2004).

1.3. Biossensor

Nas ultimas décadas, a ciéncia analitica tem alcancado grande possibilidade para obter
informacdes quimicas em objetos e sistemas. Como resultado tem sido desenvolvido novas
metodologias nas areas de automag¢do, miniaturizagdo e simplificacdo de sistemas. Dentre
essas areas estdo o desenvolvimento e aprimoramento do uso de sistemas referéncia, analises
qualitativas, expansdo dos limites classicos analiticos e o desenvolvimento de sistemas
analiticos como: sensores, biossensores e dispositivos bioandliticos (OLIVEIRA, 2013). Os
biossensores podem proporcionam monitoramento continuo, in vivo € em tempo real,
utilizando desse modo menor quantidade de amostra e elevando sua empregabilidade para o

mercado comercial. (MALHOTRA; CHAUBEY, 2003).
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Um biossensor pode ser definido como um sensor que utiliza um material bioldgico
(enzima, anticorpos, organismo, tecido animal, células, etc.) conectado a um transdutor o qual
converte o sinal bioldgico em sinal elétrico (FATEBELLO- FILHO; CAPELATO, 1992). No
inicio da década de 60, o microbiologista Champ Lyons e o bioquimico Leland C. Clark Jr.
desenvolveram o primeiro biossenso. Este biossensor possuia por caracteristica monitorar o
oxigénio no sangue através da glicose oxidase acoplado a um eletrodo amperométrico, sendo
comercializado em 1972 pela empresa Yellow Springs Instruments (MALHOTRA;
CHAUBEY, 2003).

Um biossensor deve ser o mais seletivo quao possivel, sendo ele projetado de acordo
com o analito que se pretende determinar. A configuracdo bdsica para formacdo de um
biossensor ¢ dada por: um elemento bioldgico de reconhecimento, um transdutor e por um
processador de sinal para a analise dos resultados (HEALY et al., 2007). Uma variedade
enorme de amostras pode ser analisada pelos biossensores, podendo variar desde amostras
ambientais, alimentares, animais e cultivo de células (GRIESHABER et al., 2008). A
descri¢do sistemdtica de um biossensor ¢ muito significante e aborda cinco pontos
importantes. Primeiro deve-se saber qual a detec¢do ou parametro de medida; em segundo
lugar qual o principio de funcionamento do transdutor; terceiro qual o modelo que se pretende
utilizar, sendo ele quimico, fisico ou bioquimico; quarto qual a aplicagdo destinada e em
quinto lugar quais serdo os materiais e a tecnologia a serem utilizados para a fabricagao.

Alguns parametros devem ser levados em consideragdo como: estabilidade, tempo de
resposta e sensibilidade para se avaliar as propriedades e qualidade do biossensor. A detec¢ao
do analito de interesse ¢ realizada da seguinte maneira: apds imobilizar o material bioldgico
junto a superficie do transdutor, este monitora o desaparecimento de algum reagente ou a
aparecimento de algum produto da reagdo do material bioldgico com o substrato de interesse.
Uma das etapas mais importantes para a constru¢do dos biossensores ¢ a escolha do material
biologico a ser usado. Pois essa escolha tem que ser de tal forma que a substancia a ser
analisada reaja seletivamente com a analito (Fig. 2). (OLIVEIRA, 2013; MENDES, 2006). A
classificagdo de um biossensor ¢ dada de acordo com a natureza de seu elemento bioldgico,
pelo seu sistema transdutor ou pela combinagdo de ambos. Nos ultimos anos, avango
cientifico no sentido de encontrar modificagdes na superficie de sensores vem sendo realizado
para se obter capacidade de interacdo especifica durante um periodo de tempo prolongado

(KASEMO, 2002).
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Figura 2: Esquema de funcionamento de um biossensor demostrando a detecg¢@o do analito. Primeiro ocorre
a introducdo da amostra que se liga a0 componente biologico de interesse presente na superficie do
transdutor, que tem como fungdo a transformagdo do sinal bioldgico em sinal elétrico que sera lido pela
unidade processadora e transformado em um sinal mensuravel para leitura.

Fonte: Oliveira (2013)

Os biossensores podem ser classificados em dois grupos: cataliticos ¢ de afinidade.
Nos biossensores cataliticos ocorre uma interacdo entre o elemento de reconhecimento
bioldgico e o elemento em andlise, resultando na conversdo de um substrato. Estes elementos
de reconhecimento bioldgicos sdo principalmente enzimas, organelas, células ou mesmo
microorganismos. Ja nos biossensores de afinidade, o elemento de reconhecimento biologico
liga-se com o elemento em anélise, nestes biossensores os elementos bioldgicos podem ser,
por exemplo, o 4cido desoxirribonucleico (DNA), anticorpos, células, enzimas, tecidos entre
outros. (MENDES, 2006). Entre os elementos de reconhecimento bioldgicos disponiveis, o
uso de anticorpos € o segundo mais utilizado, sobressaindo entre os outros devido a alta taxa
de sensibilidade e seletividade apresentada. Os anticorpos se ligam especificamente com o
antigeno correspondente, mas na maioria das vezes, sem nenhum efeito -catalitico
proporcionando uma alta forga da ligagdo que ocorre entre os anticorpos e os antigenos. Nos
imunossensores (biossensor baseado na reacdo imunologica) o anticorpo € imobilizado em
uma superficie a qual estd conectada ao transdutor, este ¢ responsavel por detectar as
mudangas fisicas ou quimicas devido a interagdo de alta especificidade e seletividade entre o
antigeno e o anticorpo e transformd-la num sinal mensurdvel. A imunoglobulina IgG ¢ o
anticorpo  mais utilizado em imunoensaios com biossensores (OLIVEIRA, 2013;

RICCIARDI; COSTA; YAMANAKA, 2002). A tabela 1 descreve as vantagens e
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desvantagens de cada elemento de reconhecimento bioldégico comumente utilizado na

constru¢do dos biossensores.

Tabela 1: Caracteristicas dos materiais mais utilizados como elemento de reconhecimento na

construcao dos biossensores.

Elemento de Reconhecimento

Vantagens

Desvantagens

Enzimas

Anticorpos

Acidos Nucléicos

Receptores

- formam complexos estdveis com
a espécie de interesse

- sao bastante seletivas

- possuem resposta rapida

- s3o altamente seletivos

- 530 bastante sensiveis

- a ligagdo com o anticorpo é muito
estavel

- sao bastante especificos

- muito utilizados em analises

especificas

- podem perder a atividade apds a
imobilizagao

- a0 estaveis por um periodo
relativamente curto de tempo

- ndo possuem efeito catalitico

- 0 imuno complexo antigeno-
anticorpo formado ¢ irreversivel na
maioria das vezes

- por gerarem baixa resposta, na
maioria das vezes, ha necessidade
do uso de marcadores

- biossensores dificeis de construir
- possuem custo muito elevado

- sdo dificeis de isolar

Fonte: Mendes, R.K. (2006)

Para garantir estabilidade e reprodutibilidade na produgdo de biossensores, ¢ de

extrema importancia que os elementos de reconhecimento sejam incorporados e permanecam

de maneira estavel, preservando sua atividade bioldgica, sensibilizando-se dessa maneira com

o composto alvo. Dentre uma diversidade de técnicas utilizadas para imobilizagdo de

biomoléculas nos biossensores destacam-se a adsor¢do fisica, ligacdo covalente, ligacao

covalente cruzada e método de oclusdo (Fig. 3). A escolha da técnica ocorre de acordo com o

tipo de transdutor utilizado e para sua aplicagdo (MENDES, 2006).
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Figura 3: Métodos de imobilizagdo de biomoléculas na superficie dos biossensores através de adsor¢ido
fisica, oclusao, ligacao covalente e ligacdo covalente cruzada.

Fonte: Basso, C.R (2015)

A adsorc¢do fisica do material na superficie do sensor ¢ explicada por interagdes
hidrofobicas, ligacdes de hidrogénio, ligagdes idnicas ou forcas de Van der Waals. A principal
vantagem na adsorcdo fisica em compara¢do com os outros métodos ¢ a simplicidade do
procedimento, em contrapartida apresenta baixa sensibilidade, estabilidade e
reprodutibilidade. Este procedimento consiste basicamente em adicionar o material na
superficie do sensor sob condi¢des adequadas de pH e temperatura, em seguida a superficie
do sensor ¢ lavada com a finalidade de remover as moléculas que ndo foram adsorvidas
(SANTOS, 2013).

A técnica de ligagdo covalente ¢ uma das mais utilizadas, pois apresenta maior
estabilidade em comparacdo com as demais. Nessa técnica, ocorre a ligacdo quimica de
grupos funcionais do material bioldgico escolhido que ndo sejam essenciais a sua atividade
catalitica. Os sitios ativos das biomoléculas ndo devem ser afetados pelo processo de ligacao
covalente, permanecendo assim sua atividade (LOJOU; BIANCO, 2006). O método de
imobilizacao através da ligacdo covalente cruzada ¢ simples, mas ndo muito utilizado, pois
nessa técnica controlar as condigdes do experimento mantendo a integridade do elemento
biologico ¢ uma tarefa ardua. A ligacdo covalente cruzada baseia-se nos grupos amino do
suporte com os grupos amino das biomoléculas, empregando-se reagente bi ou
multifuncionais (CHETCUTI; WONG; STUART, 1999; ZHANG et al., 2004).

Ja na técnica de oclusdo, o material bioldgico ¢ confinado na grade de uma matriz
polimérica ou em membranas semipermeédveis. As matrizes mais utilizadas sdo a gelatina,

colageno, triacetato de celulose, poliacrilamida entre outros. A vantagem da utilizacdo desta
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técnica ¢ que pode ser aplicada a uma diversidade de material bioldgico preservando sua
atividade. A utilizagdo de outras técnicas de deteccdo que apresentam alta seletividade e
sensibilidade pode ser utilizada em conjunto com os sensores, biossensores € imunossensores
como, por exemplo, espectroscopia fotoeletronica de raios-X, espectrometria de massa e
cromatografia entre outras (CARVALHO; RATH; KUBOTA, 2003; MENDES, 2006). A
tabela 2 resume as técnicas de imobilizagdo mais utilizadas e compara suas vantagens e

desvantagens.

Tabela 2: Métodos de imobilizacdo de compostos na superficie do sensor com suas vantagens

e desvantagens.

TIPOS DE IMOBILIZACAO

VANTAGENS

DESVANTAGENS

Adsor¢ao Fisica

Ligacdo Covalente

Ligagao Covalente Cruzada

Oclusao

- simples
- realizado em condi¢des brandas
- menos destrutiva para o

material biologico

- complexo estavel biomolécula-
substrato

- lixiviagdo das moléculas ¢
minimizada

-maior sensibilidade

- procedimento simples
- forte ligagdo quimica das

moléculas

- podem ser utilizados diversos
materiais
- preservagdo da atividade

bioldgica

- ligacdes das biomoléculas sao
dependentes do pH, solvente e
temperatura

- alta taxa de lixiviagdo para a
solugdo, comprometendo a
estabilidade do sistema

- procedimentos mais laboriosos
com consumo de tempo

- possibilidade de perda da

atividade bioldgica do material

- dificuldade de controle da
reagao

- pode ocorrer falta de rigidez da
superficie

- o efeito do tamanho dos poros
dos materiais pode comprometer
a adsorcao

- perda da biomolécula por

lixiviacao

Fonte: Mendes, R.K. (20006).

Dentre uma variedade de biossensores disponiveis no mercado, se destaca a producao

de biossensores Opticos para determinacdes de espécies de interesse quimico e biologico.

Biossensores Opticos baseiam-se na deteccdo das mudangas de absorcdo de radiagdo
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eletromagnética na regido do visivel/infravermelho entre os reagentes e os produtos da reagao
ou na medi¢do da emissdo de luz por um processo luminescente (PATTNAIK, 2005;
CARVALHO; RATH; KUBOTA, 2003). Recentemente, biossensores Opticos tem sido
amplamente aplicado em diversas areas tais como: analise patogé€nica, seguranca alimentar,
monitoramento ambiental e diagnostico clinico, entre as quais se destacam as técnicas de
espectroscopia, eletroquimica, elipsometria e ressonancia plasmoénica de superficie. Esfor¢os
tém sido feito por diferentes grupos de pesquisa para melhorar a seletividade e sensibilidade
dos biossensores Opticos e explorar novos conceitos no modo de transdugdo (BRECHT;

GAUGLITZ, 1995; COUTURE et al., 2013).

1.4 Ressonancia Plasmonica de Superficie (SPR)

Apds seu lancamento comercial em 1990, a técnica de ressonancia plasmodnica de
superficie (SPR) surgiu como uma ferramenta analitica para utilizagdo em: processos
farmacéuticos, controle de qualidade em alimentos, analises clinicas e monitoramento
ambiental. Um aumento no numero de revisdes bibliograficas e livros lidando com o
fundamento e aplicacdo do sensoriamento baseado na SPR tem sido publicada na ultima
década (SCARANO et al., 2010; COUTURE; ZHAOWA; MASSON, 2013).

A técnica de SPR baseia-se nas propriedades Opticas podendo ser empregada para
estudos como: fendmenos de superficie, interagdes proteina-proteina ou proteina-ligante em
tempo real e ainda permite a quantificacdo de interagdo entre as amostras. Além de permitir o
calculo das cinéticas de interagdes biomoleculares em tempo real com um alto grau de

sensibilidade (CARVALHO; RATH; KUBOTA, 2003) (Fig. 4).

Laser, luzp-polarizada Detector Medi¢So de varredura Angular
1.0

Prisma

"Metal SPR"
Curva SPR

e
Intensidade

\/\ _____ P,

AARAAAA AL

Sensorgrama
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Figura 4: Esquema representativo do funcionamento de um equipamento de Ressondncia Plasmonica de
Superficie.

Fonte: http://www.bionavis.com/technologt/spr/ (2014).
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A ressonancia de plasma de superficie consiste na oscilacdo da densidade de uma
carga longitudinal no decorrer da interconexao entre dois meios com constantes dielétricas de
sinais opostos, onde um ¢ o metal e o outro um meio ndo condutor. Essa técnica pode ser
utilizada para se estudar a ligacdo de uma camada organica a superficie do metal que ¢ feita
monitorando a medida da mudanca do indice de refragdo devido. Na SPR, a quantificagdo da
espécie de interesse ¢ realizada por medidas do indice de refragdo e quantidade de luz
absorvida. Os metais utilizados sdo de extrema importadncia, pois precisam ser bons
condutores e possuir propriedades de elétrons livres. Os mais apropriados sdo o cobre, o
aluminio, a prata e o ouro, apesar do aluminio apresentar um custo mais baixo os mais
utilizados sd3o o ouro e a prata por serem metais mais nobres. Para que ocorra a agitacdo do
plasma de superficie dois métodos foram criados, um por Otto e outro por Kretschmann (mais
utilizado nos equipamentos de SPR, pois apresenta alta sensibilidade e resolu¢cdo quando
comparado ao de Otto) (SCARANO, 2010; PATSKOVSKY et al. 2004).

Na configuragdo de Kretschmann, a luz que incide ¢ refletida em seu total no interior
do prisma, mas uma componente desta radiacao ou onda acaba penetrando na interconexao do
meio menos denso, atingindo o comprimento de onda de 1A. Em certo angulo de incidéncia, o
vetor de onda do plasma se iguala ao vetor de onda do campo, aonde parte desta radiagdo ird
se atrelar com os elétrons livres que oscilam na superficie do filme metéalico ocorrendo entao
o fendmeno de ressonadncia plasmonica de superficie, mas passa a acontecer também a perda
de energia da luz que incide no filme metalico levando a uma reducdo da luz refletida que seré
detectada com um arranjo tridimensional de fotodiodos (CARVALHO; RATH; KUBOTA,
2003; SILVA; SILVA; VIANA, 2009) (Fig. 5).

OPS (Ondas de Plamons

Campo evanescente de Superficie)

Filme metalico

9SPR 2

Fonte de radiacao

Detector

Figura 5: Funcionamento da ressonancia plasmonica de superficie segundo configuragdo de Kretschmann. Uma
luz polarizada atravessa o meio Optico denso (prisma) alcangando a interface metal/ar e sendo refletida de volta
para o meio mais denso e detectada por um conjunto de fotodiodos.

Fonte: Carvalho, R.M.; Rath, S.; Kubota, L.T. (2003) 27



A parte fisica de todo processo que ocorre no equipamento, assim como o valor do

angulo (Ky) ¢ exibida na equacdo abaixo:

Equacdo 1

KX:KJepsin@

C

Onde, O ¢ o angulo incidente da luz com a superficie de metal, €, ¢ a constante
dielétrica do prisma, ® a frequéncia angular da luz incidente e ¢ a velocidade da luz.
Adicionalmente, a propagacdo constante das OPS (Kops) em uma interface metal/dielétrico

expressa por:

Equacao 2

0, & &
Kp=— |—22
¢\ (e, te,)

Onde, o ¢ a frequéncia angular da onda, ¢ ¢ a velocidade da luz, €, ¢ a constante
dielétrica das espécies que interagem com a superficie e &, € a constante dielétrica do metal.
Assim, € possivel o uso do angulo incidente como parametro de controle, para o fendmeno
OPS pelo monitoramento da reflectancia versus o angulo incidente. De tal modo, o
componente paralelo da luz incidente € equivalente a propagacdo constante da OPS
(Kx=Kops). Desse modo, podemos monitorar o indice de refracdo na superficie do sensor
utilizando a SPR para obter informagdes sobre velocidade e quantidade de adsor¢do,
permitindo a determinagdo de propriedades dielétricas, associagdo, cinética de dissociacdo e
calculos de afinidade. (DAMOS; MENDES; KUBOTA, 2004; CARVALHO; RATH;
KUBOTA, 2003).

Outras duas vantagens de utilizar a SPR ¢ a habilidade para visualizar toda a superficie
do sensor em tempo real e mudar a monitorizacdo simultaneamente. Isso é possivel por
controlar o volume de amostra gotejada na superficie pela ocorréncia seletiva da area medida.

Diferentes abordagens para medidas tém sido utilizadas para experimentos na SPR baseados
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no prisma, incluindo modula¢ao do angulo, modulag¢dao no comprimento de onda e modulagao
intensiva. SPR detecta mudangas no indice refletido da superficie da camada de uma solucdo
em contato com o sensor. Para estudar a interagdo entre dois agentes de ligacdo um primeiro
esta ligado a superficie e o outro ¢ passado sobre a superficie em fluxo continuo, a resposta
SPR ¢ diretamente proporcional a alteracdo na concentracdo da massa perto da superficie (fig.
6). A mudanca no sinal da SPR denominada de resposta SPR presente nas unidades
ressonantes (RU) esta diretamente relacionada com a mudanca da concentragdo de
biomoléculas na superficie. Uma resposta da SPR de 120 RU ¢ equivalente a concentragao de
Ing/mm? na superficie do sensor (MANUAL AUTOLAB). O limite de detecgiio da SPR pode
monitorar uma espessura de aproximadamente 300 nm acima da superficie do metal, se o
indice de refracdo imediatamente acima da superficie do metal sofre alguma alteragdo pela
adsor¢ao de uma camada de moléculas, seja de qual componente for, uma mudanca no angulo
de incidéncia ¢ requerido para que a excitagdo do plasma de superficie ocorra. Uma vez que a
resposta ¢ uma medida da mudanga na concentracdo de massa, a unidade de resposta por
molar de interagdo ¢ proporcional ao peso molecular (as moléculas menores dao respostas
molares inferiores) (SCARANO et al., 2010; D> AGATA; SPOTO, 2013; NAKATANI;
SHINSUKE; SAITO, 2001).

Resposta
Absoluta (RU)

Resposta

Resposta
Relativa (RU) |
Linha Base
Tampado Amostra Tampdo Rse“::rf:agéeo Tampéo
Tempo

Figura 6: Configuragdo de Kretschmann para ressonancia plasmonica de superficie, sensorgrama apresentando
resposta absoluta (RU) em fun¢do do tempo. O grafico demonstra todas as etapas de adsor¢do e a quantidade de
amostra adsorvida na superficie do sensor.

Fonte: Biacore Assay Handbook 29-0194-00 Edition AA. (2012)
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A técnica SPR monitora a interacao entre duas moléculas, uma das quais esta ligada a
superficie do sensor e a outra ¢ livre em solu¢do. Para se obter um grafico de SPR
primeiramente uma solugdo tampao ¢ passada sobre a superficie do metal preparando-o
adequadamente para gerar uma linha base sob a curva SPR. Apds isso, a primeira solugao ¢
colocada sobre o metal onde ird ocorrer o processo de adsor¢do, essas primeiras moléculas
adsorvidas na superficie sao chamadas de ligantes e resultam em um aumento do angulo de
ressonancia da SPR. Todo esse processo atinge um equilibrio porque houve uma saturagao da
superficie do metal com as moléculas. Apos essa etapa, uma nova quantidade de tampao ¢
passada novamente sobre a superficie entrando em contato com a solucdo adsorvida para
retirar o material fracamente ligado (Fig. 7) (PATTNAIK, 2005; OLIVEIRA et al. 2008). O
que ird indicar o alcance da adsor¢@o serd uma diferenga entre o angulo de ressonéncia inicial
e o final, a velocidade da adsor¢do sera determinada pelo gradiente positivo da curva. O
processo de regeneracdo da superficie do sensor ¢ a remog¢do do analito detectado que esta,
por exemplo, ligado a uma proteina adsorvida na superficie, apds um ciclo de andlise esse

analito ¢ removido sem danificar a proteina (Fig. 8).

Angulo ¢

Lavagem
com tampéo

Angulo de

SPR /mDA

>

1
Adigdo de solugéo Tempo /s
protéica

Figura 7: Monitoramento da adsor¢éo de moléculas na superficie do sensor da SPR. A primeira imagem de IR -
intensidade de radiacdo refletida (reflexibilidade) em funcdo do angulo demonstra a ligacdo que ocorre na
superficie do sensor. A segunda imagem do dngulo SPR/ mDA- miligraus em fun¢do do tempo ¢é usada para
monitorar as cinéticas de adsor¢ao de todo processo.

Fonte: Carvalho, R.M.; Rath, S.; Kubota, L.T. (2003)
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Figura 8: Sensorgrama mostrando as etapas de modifica¢cdes que ocorrem na superficie do sensor. Primeiro o
tampdo ¢ passado para formar a linha base, seguido pela adsor¢do do material de interesse. Novamente o tampao
¢ passado sobre a superficie para remover o material fracamente ligado. A regeneracdo da superficie ¢ realizada
utilizando solug@o glicina.

Fonte: Biacore Assay Handbook 29-0194-00 Edition AA. (2012)

A técnica de SPR ainda apresenta algumas ramificagdes, como a ressonancia
plasmoénica de superficie localizada (LSPR). A LSPR ¢ um fendmeno que ocorre quando a
frequéncia do foton de luz incidente entra em ressondncia com os elétrons da banda de
conducdo (elétrons livres) (JENSEN et al., 2000). A diferenca entre SPR e LSPR, ¢ que na
SPR os elétrons livres da camada de valéncia presentes na superficie do sensor de ouro entram
em ressonancia com a luz incidida, vindo a emitir luz, essa emissdo ocorre em ambos 0s €ixos
x e y da superficie se propagando continuamente. Ja na LSPR, essa ressonancia fica confinada
na superficie das nanoparticulas de ouro e a propagagdo ocorre em apenas um €ixo com
nimero de elétrons consideravelmente maior contribuindo para que ocorra o fendmeno de
ressondncia. Suspensdes de nanoparticulas de metais nobres como o ouro, interagem
fortemente com a luz, dando origem a solucdes coloridas. (WILLETS; VAN DUYNE, 2007).

A técnica SPR também tem sido utilizada em conjunto com a eletroquimica. Recentes
estudos mostram que estudos de reagdes analito- receptor podem ser realizados em tempo real
utilizando ambas metodologias (ZHANG; WRIGHT; YANG, 2000). Técnicas eletroquimicas
como voltametria ciclica, espectroscopia de impedancia, voltametria de redissolucao anddica,
entre outras associadas com a SPR promovem andlises automaticas e rapidas, podendo ser
utilizadas para investigar e monitorar a adsor¢ao de ions, formagdo e/ou reducdo de 6xidos e
adsor¢do induzida eletroquimicamente. Esses experimentos geralmente siao realizados
medindo-se através da corrente a velocidade de reagdo no eletrodo ou observando o efeito

fisico acumulativo das reagdes no eletrodo (IWASAKI et al., 1998). Os resultados obtidos
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com a SPR e a eletroquimica podem ser apresentados em forma de espectro de transmissao
sem refinamento, que consiste em um registro em tempo real da intensidade de radiagdo
transmitida. Também na forma de espectro de transmissao normalizado, que tipicamente ¢
realizado em ar, onde o plasma ressonante nao ¢ excitado em um determinado comprimento
de onda. E por ultimo, na forma de comprimento de onda de acoplamento, correspondendo ao
minimo de um espectro normalizado. Quando se obtém essas formas, os graficos da SPR com
eletroquimica sdao em funcdo da corrente e potencial (CARVALHO; RATH; KUBOTA,
2003).

Logo, os resultados preliminares demonstram que: 1) A plataforma SPR pode ser
usada para se estudar as mudangas provocadas por analito; 2) As biomoléculas imobilizadas
em monocamadas auto-organizadas ainda conservam suas fun¢des biocataliticas no ambiente
hidrofilico; 3) A utilizacdo SPR para reconhecimento da cinomose canina por anticorpos
imobilizados faz-se uma metodologia seletiva e de facil reconhecimento molecular. Portanto,
as tarefas desafiantes desta proposta foram estudar: 1) o acoplamento do processo
biocatalitico (reconhecimento molecular) e o desenvolvimento de uma nova plataforma pra
SPR, 2) a modificacdo da superficie da SPR por monocamadas auto-organizadas e 3) detecc¢ao
seletiva da cinomose canina. Estes dados também foram obtidos pela metodologia de

eletroquimica

1.5 Trabalhos utilizando Ressoniancia Plasménica de Superficie

E altamente interessante a aplicagdo da ressonancia plasménica de superficie (SPR)
para diversas deteccdes do pretendido analito, isto porque SPR permite realizar medidas
qualitativas e quantitativas de interagdes biomoleculares em tempo real. Biossensores
baseados em SPR sdo conhecidos por fornecer informagdes ricas em especificidade,
afinidade, cinética de interacdes biomoleculares e determinar a concentragdo do analito de
interesse em amostras complexas. Além disso, esta nova técnica comega um importante papel
em estudos biologicos, pesquisas na area da saude, descoberta de drogas, diagndstico clinico e
monitoramento do meio ambiente. Medida da mudanca do indice de refragdo da SPR ocorre
em consequéncia da interagdo amostra-analito, reacdo proveniente do sinal pode ser
correlacionada diretamente com a densidade da massa na superficie do metal. Esta técnica
possui habilidade para obter uma imagem da superficie do sensor e definir certas regides de
interesse (ROIs) para medicdo de muitas interacdes biomoleculares ao mesmo tempo com
referéncia de controle positivos e negativos para determinar as ligagdes nao especificas ou
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reacdo em tempo real (SOLANKI et al., 2008). No mundo, mais de 80% de todos os artigos
publicados utilizando a técnica de SPR estdo dirigidos para aplicagdes na area bioldgica e
clinica, estudando as interacdes biomoleculares e bioespecificas. A técnica também vem
sendo empregada na area da fisica em estudos de monocamadas, filmes poliméricos,
bicamadas orgénica e na eletroquimica (PATTNAIK, 2005; FANG et al. 2010).

Wang 2012 e seus colaboradores publicaram um trabalho utilizando nanoparticulas
magnéticas para a detec¢do da bactéria Escherichia coli O157: H7 através da SPR. Nesse
trabalho foi relatado que a utilizagdo de nanoparticulas magnéticas aumentou a resposta do
sensor ¢ se mostrou particularmente atraente para deteccdo de grandes moléculas. A bactéria
Escherichia coli pode ser detectada em concentragdes menores que 50 ufc mL ™.

Yanase et al. 2014 realizou um estudo empregando a técnica SPR para analise clinica
utilizando células. Este estudo visualizou as reagdes de células individuais e o potencial de
aplicacdo da SPR para deteccdo de células no diagndstico clinico, tais como sistemas de
diagnostico e detec¢@o de células malignas em células normais.

Koubova 2001 e seus colaboradores desenvolveram pesquisas na area alimenticia
utilizando a técnica de SPR. Em um de seus trabalhos eles detectaram os analitos Salmonella
enteritidis e Listeria monocytogenes através de ligacdo com anticorpos especificos
imobilizados por meio de ligagdes covalentes na superficie do sensor. Salmonella e Listeria
puderam ser detectadas em concentragdes de até¢ 106 cell/mL. Os resultados demostraram um
aumento da sensibilidade de detec¢do para aplicacdes utilizando a técnica SPR quando
comparados com testes ELISA.

Yang et al. 2008 utilizou a técnica da SPR para estudar interagdes entre RNA-proteina.
Ele recobriu a superficie do sensor com Estreptavidina seguida pela adsor¢cdo de RNAs,
demonstrando que a proteina do nucleocapsideo (N) da sindrome respiratoria aguda grave
coronavirus (SARS-CoV) tem uma elevada afinidade de ligagdo com a sequéncia genomica
SARS-CoV. O efeito da temperatura sobre 0 RNA-DNA também foi estudado. Yang et al.
concluiu que este método pode proporcionar a afinidade de interagdo com alta sensibilidade.

Solanki 2008 e colaboradores utilizaram monocamadas auto-organizadas (SAM) sobre
a superficie do sensor da SPR para detectar toxicantes utilizando &cido nucléico. Eles
imobilizaram covalentemente a molécula de DNA calfthymus sobre as SAMs de B-
merceptoethanol (MEC) formadas na superficie do sensor de ouro da SPR. O complexo
DNA-MCE-SAM foi caracterizado por espectroscopia de impedancia eletroquimica,

voltametria ciclica, medidas de angulo de contato e microscopia de forca atdmica,
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respectivamente. Esta plataforma também foi utilizada para a deteccdo do inseticida
piretréidecipermetrina (0,0005 ppm) utilizando as técnicas eletroquimicas e SPR em conjunto.

German et al. 2013 desenvolveu uma metodologia utilizando a técnica SPR para
detectar o hormodnio de crescimento humano (hGH). A metodologia baseia-se na aplicagao de
fragmentos de anticorpos contra o hormoénio de crescimento humano (anti-hGH). Os grupos
tidis nativos de anti-hGH foram liberados por separacdo do anticorpo anti-hGH intacto usando
o agente de reducdo de 2-mercaptoetilamina (2-MEA) em dois tamanhos de fragmentos (frag-
anti-hGH), enquanto preservava os sitios de ligacdo aos antigenos ativos. Depois, frag-anti-
hGH foram imobilizados sobre a superficie de ouro do sensor SPR por quimissor¢do. As
concentragdes de anticorpos € 2-MEA foram optimizados no que diz respeito ao desempenho
do imunossensor e a morfologia da superficie do imunossensor foi estudada por microscopia
de forga atomica. A ligacdo do hGH a superficie do sensor foi muito especifica e o respectivo
imunossensor apresentou um limite de detec¢do de 0,0034 uM de hGH. Uma boa
repetibilidade do sinal e seletividade analitica sobre o horménio do crescimento foram
demostrados e também uma boa estabilidade operacional que foi satisfatéria no prazo de 18
dias.

Vidic et al. 2013 realizou a deteccdo da proteina do virus da gripe PB1-F2 expresso na
influenza A, utilizando anticorpo monoclonal especifico anti-PB1-F2 através da técnica SPR
demonstrando ser possivel avaliar a concentracdo de PB1-F2 em células e tecidos infectados.
O imunossensor foi aplicado com sucesso na detec¢do e quantificagdo de PB1-F2 em pulmdes
de ratos infectados e linhagens de células, proporcionando perfis de expressdo temporal de
PB1-F2 durante a infec¢do viral. Nos pulmoes de ratos infectados a nucleoproteina estrutural
do virus da gripe NP foi detectada em paralelo, utilizando um anticorpo anti-NP especifico.
De acordo com os resultados obtidos para a detec¢do paralela do PB1-F2 e NP, o autor
sugeriu que através do desenvolvimento dessa metodologia a deteccdo simultdnea de todas as

proteinas do virus da gripe conhecidos em tecidos infectados e células podem ser possiveis.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivos Gerais

O objetivo deste projeto foi propor o desenvolvimento de novas metodologias
utilizando diferentes técnicas de deteccao do virus da cinomose canina e testa-las em amostras

biologicas reais.

2.2 Objetivos Especificos

v’ Preparagdo e caracterizagdo das monocamadas auto-organizadas sobre a superficie de
ouro da SPR.

v’ Caracterizagdo da proteina imobilizada sobre a superficie do sensor SPR.

v Desenvolvimento de uma metodologia analitica para a determinagdo em amostras
biologicas.

v’ Introducdo da proteina A como molécula intermediadora.

<

Deteccdo do virus da cinomose utilizando LSPR.

v’ Validagdo das metodologias propostas.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes Utilizados

Acido 11- 4cido mercaptoundecandico (MUA), N-hidroxissuccinimida (NHS) e N-(3-
dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC), etanol, tween 20, glicina, albumina sérica
bovina (BSA), acido monocarboxilico ferroceno (FcMA), citrato de sodio (Na3;CsHsO7),
detergente Alconox, (III) cloreto de ouro trihidrato (HAuCly), proteina A de Staphylococcus
aureus extracelular solivel 1 mg/mL e tampao fosfato salino (PBS) foram adquiridos da
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Agua deionizada utilizada em todos os preparos das
solugdes foi obtida a partir de uma unidade Millipore Milli-Q (EUA)

3.2 Anticorpos

O virus da cinomose foi obtido através da coleta de amostras de urina virais de animais
com histoérico e sinais clinicos compativeis com a cinomose. As amostras foram extraidas
utilizando um kit de RNA de Mini rotacdo (GE Healthcare). A presenga do CDV foi
confirmada utilizando a técnica de PCR. O material foi inoculado em monocamada de células
Madin-Darby Canine Kidney (MDCK) que mostrou 80% de confluéncia em Meio Essencial
Minimo (MEM), com 1% de soro fetal bovino. O soro fetal bovino foi armazenado a -70 ° C
até a sua utilizacdo. A suspensdo do virus foi purificada utilizando um gradiente sacarose de
20% a 60%. O material foi dividido em aliquotas, e cada fragdo foi lida em um comprimento
de onda de 260 nm e 280 nm. As fragdes correspondentes a densidade de 1,18g/cm’ foram
separadas e armazenadas a -70°C para posterior quantificacdo da proteina utilizando o método
BCA de acordo com a referéncia.

Os anticorpos policlonais contra CDV foram obtidos por inoculagdo subcutanea de uma
suspensdao de virus purificada contendo 50 g/mL de proteina em cobaias. Solugdes de
antigenos preparadas foram emulsionados com adjuvante completo de Freund (v/v), 500 mL
foram inoculados e o procedimento foi repetido apos 20 dias. Trinta dias apds a inoculagao
inicial, os animais foram sangrados e o soro foi inativado a 56°C durante trinta minutos,

dividido em aliquotas de 2 mL e armazenados a -20°C até a sua utilizagdo.
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3.3 Amostras

As amostras de urinas positivas e negativas foram fornecidas pelo laboratério de
Diagnoéstico Molecular, Departamento de Microbiologia e Imunologia, Instituto de
Biociéncias, UNESP, campus de Botucatu e sdo provenientes de animais atendidos no
Ambulatorio de Enfermidades Infecciosas dos Animais do Hospital Veterinario da Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia- UNESP- Botucatu. Todas as amostras utilizadas no

experimento foram previamente testadas pela técnica de PCR.

3.4 Materiais e Equipamentos

3.4.1 Ressonancia Plasmonica de Superficie (SPR)

As interagcdes moleculares entre o anticorpo policlonal e o CDV foram investigadas
utilizando um equipamento de ressonancia plasmomica de superficie- SPR (AutoLab
Springle®, Eco Chemie, Holanda). O sensor da SPR ¢ um disco de ouro e foi adquirido a
partir da Autolab. Apresenta um didmetro de 17 mm com uma espessura de ouro de 50 nm.
Este sensor de ouro foi colocado em um prisma semi-cilindro e inserido no instrumento

Autolab SPR para realizacdo das analises.

3.4.2 Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIS)

Os experimentos da espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) foram
realizados utilizando um equipamento ECO Chemie Autolab Microautolab III/FRA2 com um
analisador eletroquimico e o pacote de software GPES 4.9 (General Purpose Electrochemical
System). Todos os experimentos foram realizados utilizando um sistema de trés eletrodos,
contendo um contra-eletrodo de fio de platina, um eletrodo de referéncia saturado com
Ag/AgCl (3 mol L") e o disco de SPR como o eletrodo de trabalho. Os experimentos da
espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIS) foram realizados em solu¢do tampao PBS
10 mM com 1,0 x 10 mol L™ de FcMA. A solugio tampdo foi desoxigenada com N, durante
10 minutos antes das medic¢des eletroquimicas. As medig¢des foram realizadas sob a tensdo de
circuito aberto com uma configuragdo de duas sondas em que o eletrodo de referéncia
separado ndo foi utilizado. Todos os espectros de impedancia foram ajustados aos circuitos

elétricos equivalentes utilizando software ZView.
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3.4.3 Ressonancia Plasmonica de Superficie Localizada (LSPR)

As andlises da LSPR foram realizadas utilizando um espectrofotometro de
Ultravioleta- Visivel (UV-vis) Biohrom Lira S11 (Biochorm Ltd, Inglaterra). Os espectros
foram obtidos em um comprimento de onda de 400-800 nm com passo de Inm e velocidade
de varredura de 500 nm min "', utilizando cubeta de vidro. Para fazer o espectro de referéncia,

foi utilizada dgua deionizada Milli-Q antes de cada medida.

3.4.4 Microscopia Eletronica de Transmissao (TEM)

Os aspectos ¢ modificagdes das nanoparticluas de ouro foram caracterizados pela
técnica de microscopia eletronica de transmissdo (TEM), as imagens foram adquiridas
utilizando um Tecnai Spirit (FeiCompany). As grades utilizadas como suporte para obtencao
das imagens foram recobertas com parafina e sobrepostas sobre uma gota da amostra desejada
por 5 minutos, em seguida deixada para secar a temperatura ambiente durante toda a noite em

vidro tampado.

3.5 Procedimentos

3.5.1 Limpeza do sensor e preparagdo das monocamadas auto-orgnizadas
(SAMs)

A limpeza do sensor de ouro da SPR foi realizada colocando-o em um beaker com
detergente industrial e 4gua deionizada em ultrassom durante 10 min. Em seguida, o disco foi
lavado trés vezes com agua deionizada, 4lcool e novamente agua deionizada, sendo seco em
papel de lente. Apos a etapa de limpeza, o sensor foi introduzido no equipamento e
modificado pela deposi¢cdo das monocamadas auto-organizadas (SAMs). As SAMs foram
formadas utilizando-se alcanotidis obtidos pela deposicdo de solugdo de alcanotiol, onde
ocorreu a adsorg¢do irreversivel do tiol selecionado a superficie do sensor de ouro. A solugdo
para formacdo das SAMs foi preparada utilizando 0,02 g de MUA em 100 pL de etanol
absoluto. Desta solugdo, 5 pL foram adicionados em 4,95 mL de etanol obtendo-se entdo a
solugdo final. 200 pL desta solu¢do foram adicionadas a superficie do sensor permanecendo
durante toda a noite. No dia seguinte, a superficie foi lavada com uma solu¢do contendo
tampao fosfato pH 7,4 (PBS) e Tween 20 (0,005%) trés vezes. Uma sequéncia repetitiva

utilizando uma solugio tampdo 10x10~ mol L™ de PBS, pH 7,4 foi usada para a estabilizagio
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da monocamada e para o passo de imobilizagdo. Os grupos carboxilicos terminais dos ligantes
foram ativados com uma mistura 1:1 de 0,4 mol L' de EDC e 0,1 mol L' de NHS durante 50
minutos. Na sequencia, o sensor foi lavado com 10x 10° mol L de PBS + 0,1% de Tween 20,

estando pronto para os experimentos.

3.5.2 Preparacgédo das nanoparticulas de ouro

A producao das nanoparticulas de ouro foi realizada através da mistura de duas
solugoes, HAuCl, 1,0 mmol L'e Na3;C¢Hs07 39 mmol LA primeira solucao foi preparada
diluindo 0,005 g de HAuCl4 em 10 mL de 4gua deionizada Milli-Q e a segunda, a partir da
dilui¢do de 0,1 g de citrato de s6dio em 10 mL de 4dgua deionizada Milli-Q. Apoés esta etapa,
em um erlenmeyer sobre um agitador magnético foram adicionados 3,0 mL da solucdo de
HAuCly juntamente com 17,0 mL de agua Milli-Q. Essa solu¢do foi misturada utilizando uma
barra magnética e aquecida até o ponto de ebulicdo. Apos isso, 2 mL da solugdo de
Na3CsHs07 foi adicionada ao erlenmeyer fazendo com que a solugdo que apresentava uma cor
amarelada passasse para vermelho sangue em apenas alguns segundos. Quando a solugdo
atingiu essa coloracdo, a temperatura foi desligada e a solugdo permaneceu em agitagdo por
mais 5 minutos. Essa solucdo foi transferida para um tubo falcon até seu resfriamento que
ocorreu em temperatura ambiente e entdo foi armazenada em um vidro escuro na geladeira. O
citrato de sodio reduziu os fons do ouro para nanoparticulas de ouro metalico e o excesso de
anions do citrato na solu¢do manteve a superficie metalica do ouro, dando uma carga negativa

para cada nanoparticula (MCFARLAND et al., 2004).

3.5.3 Utilizacdo das nanoparticulas de ouro para deteccdo do CDV utilizando
UV-Vis

Uma das andlises realizadas para o diagnoéstico do CDV foi através da técnica de
LSPR utilizando como base nanoparticulasde ouro, sendo todo processo realizado em um
equipamento de UV-Vis. O experimento foi realizado adicionando 1 mL da solugdo de
nanoparticulas de ouro em um tubo falcon. 100 uL da solu¢do de MUA foram adicionados ao
tubo para a formacgao das monocamadas auto-organizadas (SAMs). Apos 1 hora, essa solugao
foi ativada com a adi¢dao de 100 pL da solugdo 1:1 de 0,4 mol L' de EDC ¢ 0,1 mol L de
NHS, que criaram ligagdes covalentes com as aminas dos anticorpos. Subsequentemente, 50

ul de anticorpos foram adicionados ao tubo falcon e finalmente 50 pL da amostra de urina
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positiva foi adicionada para fazer a detec¢do do CDV. A adi¢ao de cada solugdo ao tubo
falcon foi realizada de 40 em 40 minutos e para obter o controle experimental todas as etapas
foram realizadas utilizando amostra de urina negativa testada previamente pela técnica RT-
gPCR. Na figura 9 esta esquematizado todo o processo de ligagdo que ocorreu dentro do tubo
falcon. As nanoparticulas de ouro sdo modificadas pela deposicdo das SAMs e ativadas por

EDC/NHS, criando ligagdes covalentes com as aminas dos anticorpos que foram atraidos pelo
virus CDV.
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Figura 9: Representagdo da ligagdo do virus CDV ao anticorpo que esta ligado as nanoparticulas modificadas
por EDC/NHS e monocamadas auto-organizadas.
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4 RESULTADO E DISCUSSAO

4.1 Deteccao do Virus da Cinomose Canina Utilizando Ressonancia Plasmonica de
Superficie (SPR) e Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIS)

A primeira etapa do projeto consistiu do desenvolvimento de uma metodologia de
acoplamento do anticorpo ao CDV sobre o disco de ouro do SPR. Foram utilizados grupos
carboxilos para o acoplamento do anticorpo sobre o sensor de ouro. Inicialmente utilizamos
uma monocamada auto-organizada (MUA). Ap6s o qual o anticorpo foi imobilizado por meio
da formacdo de ligagdes com as aminas. O grupamento EDC/NHS foi utilizado para ativar e
promover a formacdo de ligacdes covalentes através da formacdo de grupos N-
hidroxisuccinimida. A figura 10 mostra a resposta obtida pela SPR apds inje¢des de: MUA
formando as monocamadas auto-organizadas, ativagdo dos grupos carboxilicos utilizando
solugdo de EDC/NHS, a imobilizacdo do anticorpo e a adi¢do de BSA como agente de
bloqueio para evitar qualquer resposta nao especifica. A linha base inicial foi obtida quando a
superficie do ouro ja tinha sido tratada utilizando MUA. Apds a injecdo da solugdo de
EDC/NHS que permaneceu por 50 minutos, foi realizada a injecdo de 50 uL da solucdo de
anticorpo sobre a superficie do sensor de ouro que permanecendo por 50 minutos e foi
acompanhada por uma mudanga no angulo de ressonancia monitorada continuamente pelo
sistema SPR. A mudanca do angulo da SPR foi utilizada para calcular a quantidade de
anticorpo adsorvido na superficie. O angulo de ressonéancia deslocou aproximadamente 1,180
RU o que corresponde a 9,8 ng/mmz. Nesta etapa, a concentragdo de anticorpo utilizado foi de
51,0 ug mL"'. A reprodutibilidade da metodologia foi calculada pela repeti¢io de cinco
ensaios € mostraram um coeficiente de variagdo de 8,0%. Para minimizar as ligacdes nao
especificas que ocorrem na superficie do sensor, solucao de albumina sérica bovina (BSA) 5
mg/mL (PBS) foi utilizada para ocupar os espagos remanescentes. Segundo Chen et al., 2009,
o BSA vem sendo usado nas pesquisas como um dos mais tradicionais agentes bloqueadores,
pois apresenta algumas caracteristicas singulares, tais como: boa distribuicdo aleatoria sobre a
superficie do sensor, ¢ um método quimico simples e possui um baixo custo. Neste trabalho, o
BSA foi utilizado para ocupar os espagos remanescentes entre os anticorpos, impedindo que
ocorra a ligagdo do CDV com a superficie do sensor. Com a introducdo do BSA, os virus

apenas conseguiram realizar as ligagdes com os sitios ativos dos anticorpos ali presentes.
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Figura 10: Sensorgrama mostrando os passos experimentais: modificacdo da superficie com EDC/NHS,
anticorpo ¢ BSA. | setas indicam o inicio do passo de lavagem com tampao PBS 10 mM (pH 7,4) contendo
0,1% de Tween 20.

Para avaliar a cinética de ligacdo do sistema anticorpo na superficie do sensor, foi
utilizado o software de avaliagdo cinética do proprio equipamento Autolab (software Data
Acquisition). As analises foram realizadas adsorvendo o anticorpo diretamente a superficie do
sensor. A figura 11 demonstra anticorpos imobilizados em diferentes concentragdes sobre a
superficie do sensor de ouro. Apos cada injecdo a superficie do sensor foi regenerada
utilizando uma solugdo de 0,2 mol L de glicina-HC1 (pH 3,0). Durante a prepara¢io das
camadas, o sinal da SPR foi medido em tempo real e o valor da massa foi calculado a partir
das alteragdes na linha base antes e depois da injegdo de cada amostra. As respostas da SPR
obtidas pela ligacdo do anticorpo ao sensor aumentaram nas concentracdes de A e B, e depois
diminuiram com as altas concentragdes das solu¢des de anticorpos. Estes resultados indicam
que a maioria dos sitios ativos da ligagdo com os antigenos foram bloqueados devido as
imobilizagdes aleatorias na superficie do sensor, enquanto que as concentracdes baixas de
anticorpos adsorveram de maneira mais uniforme. A constante de afinidade (k,) foi obtida a
partir do declive do sinal da SPR versus a concentragdao do anticorpo, e o valor obtido foi de
8,4x10° mol™ s”'. Estes resultados sdo semelhantes ao encontrado por Minkstimiene et al.
2010, quando se estudou o efeito da imobilizacdo aleatéria e orientada do anticorpo. Neste
experimento, Minkstimiene et al. 2010 utilizou anticorpos contra o hormdnio do crescimento
humano (anti-HGH) testando quatro tipos de ligacdes na superficie do sensor, sendo elas
imobilizacao aleatoria utilizando SAM, imobilizacdo aleatoria utilizando carboximetil

dextrano através de ligagdo covalente, imobilizag¢do orientada pela proteina G através de SAM
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e imobilizagdo direta na superficie do ouro através de grupos funcionais tiol ativos presentes

no anticorpo, demonstrando K, de liga¢do para cada teste.
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Figura 11: Adsorgdo e ligacdo dos anticorpos sobre a superficie do sensor em diferentes concentragdes: A) 0,25,
B) 0,5, C) 1,0, D) 2.0 E) 10,0, F) € 20,0 L) 50,0 ug L' em 10 mM PBS.

Apds as otimizagOes dos parametros envolvidos, foi construida uma curva de
calibragdo para deteccdo do CDV utilizando SPR. A figura 12A mostra a inje¢do de diferentes
concentragdes de CDV. Apods cada experimento utilizando o CDV, as ligagdes
antigeno/anticorpo foram rompidas e a superficie foi regenerada utilizando 0,2 mol L™ de
glicina-HCI (pH 3,0) para a injecdo de uma nova amostra do virus. A resposta do sinal do
SPR aumentou proporcionalmente com a concentracdo de CDV obtendo uma resposta linear
entre a concentragio na faixa de 1,1 4 1160,0 ng mL™' com equagdo de reta igual a A® = 7,8 +
4,28x%, R* = 0,98, combinado com um baixo erro relativo de 4,8% (figura 12B). O limite de
deteccao (LOD) foi calculado utilizando este dominio de alta sensibilidade. O LOD foi
calculado usando trés vezes o ruido no grafico de SPR combinado com o declive da regido
altamente sensivel. O limite de detecgdo para o CDV foi de 0,1 ng L e a frequéncia de
analise pode ser estimada em 15 amostras por dia. A saturacao da ligacdo do CDV foi de 1,1
ng mL™ (6.7 RU) corresponde a uma capacidade de ligacio de 0,05 ng mm™. Este resultado ¢
comparavel aos esforcos anteriores para diagnosticar o CDV por métodos convencionais,
incluindo microscopia eletronica, PCR e ELISA (FRISK et al., 1999; KIM et al., 2001;
RZEZUTKA; MIZAK, 2002). No entanto, estes métodos requerem esquemas de deteccao de
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multiplos passos. Em contrapartida, esta metodologia proposta requer menos de 3 horas para

um diagnostico completo, incluindo a etapa de modificacao.
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Figura 12: Resposta do sensor SPR para a interag@o de diferentes concentragdes de antigenos com os anticorpos

imobilizados. A) (a) 1,1, (b) 2,3, (c) 5,8, (d), 11,0 e (¢) 116,0 pg L. O experimento foi realizado na temperatura

ambiente em PBS 10 mM, pH 7.4 e ap6s a injecdo de cada amostra a linha de base foi restaurada por injecao de
0,2 M de glicina-HCI (pH 3,0). B) Fit linear da concentragdo do CDV realizado em triplicata.

A vantagem deste imunossensor sobre outras técnicas tal como ELISA € a capacidade
de reutilizagdo da superficie do sensor. A quebra da ligagdo ndo covalente entre o anticorpo e
o CDV utilizando solugdo de regeneracao glicina € essencial para o uso repetitivo do sensor e
para a manutencdo da funcionalidade do anticorpo. Nos ensaios foram utilizados 0,2 mol L™
de glicina-HCI como solucdo de regeneracdo, BSA e CDV sequencialmente. A eficiéncia de
cada regeneracdo foi determinada através do monitoramento da variagdo do sinal de resposta
devido a ligagdo de CDV com o sensor modificado antes e depois da regeneracdo. Os
resultados ndo mostraram nenhuma diferenca no sinal de resposta em relagdo com a
concentracdo de CDV ou BSA. Os resultados para 10 determinagdes sucessivas do CDV
(concentragdo fixa de 10,0 mg L") nas mesmas condi¢des, mostraram o valor de apenas 4,7%
para o coeficiente de variacdo de corrente medido (RSD). Isto significa que a vantagem da
utilizacao da solucdo glicina-HCI ¢ a quebra de ligagdes ndo covalentes sobre a superficie do
sensor sem afetar a reatividade imuno dos anticorpos imobilizados.

Para melhor compreender a imobilizagdo do anticorpo sobre a superficie do sensor e
para caracterizar as propriedades elétricas da tensdo interfacial, espectroscopia de impedancia

eletroquimica (EIS) foi realizada durante cada passo de imobilizagdo do anticorpo e na
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presenca do CDV em PBS (pH 7.4) contendo 10x10~ mol L' de FcMA. O estudo do
processo interfacial ¢ de grande importancia para a avaliagao dos problemas associados com a
metodologia de imobilizagdo. Assim, os estudos destes processos podem ajudar na escolha de
um meio mais adequado de imobilizagdo e também indicar as principais caracteristicas
associadas a cada passo do método de imobilizagdo. Na figura 13 estdo os resultados obtidos
por espectroscopia para cada etapa de modifica¢do. Tal como anteriormente estabelecido, o
grafico de impedancia do eléctrodo de ouro apresenta um sistema Faradaico incluindo uma
correlagdo linear de Zin (Z-imaginario) e Zgg (Z-real) a baixas frequéncias, o que indica uma
regido de difusdo controlada que corresponde a impedancia Warburg. Uma regido
semicircular em frequéncias mais altas indicando uma parte cinética determinada pela
resisténcia de transferéncia de elétrons. A resisténcia de transferéncia de elétrons (R, 0
diametro do semicirculo) da sonda redox mediu a reatividade FcMA na modificagdo por
MUA (curva a), ativagdo com EDC/NHS (curva b), modificacdo com anticorpo (curva c),
adi¢do da solucao de BSA (curvad)e 1,1 ng mL"' de CDV (curva e) sendo 1,1; 2,0; 2,6; 2.9 ¢

4,2 KQ, respectivamente.
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Figura 13: Grafico de espectroscopia da modificagdo no elétrodo de ouro MUA (a), ativagdo EDC/NHS (b),
imobilizagdo de anticorpos (c), bloqueio com BSA (d) e ligagdo do CDV (e) em potencial de 0,3 Vvs. Ag/AgCl
em 10 mM PBS (pH 7,4) contendo 10 mM de FCMA.

A Figura 14A apresenta os dados experimentais dos diagramas de Nyquist medidos

para o eletrodo de ouro exposto a solugdes contendo diferentes concentragdes de CDV. Como
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esperado, em todos os casos os espectros de EIS estdo representados pelas curvas de
semicirculos. A fixacdo de particulas virais na superficie do ouro funcionalizado leva ao
aumento da resisténcia de transferéncia de elétrons. Uma resposta linear caracteriza o sinal
medido para concentragdes virais entre 0 ¢ 12 ng mL™”, com um coeficiente de correlagdo de
0,995. O limite de detec¢io do imunossensor proposto foi de 1,2 ng mL" (S/N=3). Os
resultados também demonstram que o sinal a 115 ng L' estd proximo da saturagdo. Estes
dados foram ajustados para o circuito equivalente Randles para obter a resisténcia de
transferéncia de carga (Rcr) em toda a interface apos a adigdo do analito para cada
concentragdo de virus aplicada. Para determinar a especificidade do sensor em detectar o
CVD, os controles foram efetuados utilizando amostras negativas e positivas previamente
testadas por PCR. A figura 14B mostra um leve aumento nos experimentos de controle
negativo quando ocorre aumento da concentragdo, mas ndao na mesma propor¢do quando
comparado com as injecdes de CDV em controles positivos. Este teste revelou um sinal
insignificante na EIS para todas as concentragdes de CDV estudados, sendo consistente com a

especificidade esperada do anticorpo.

6000
6000 — B
A P 4 e 444 4 b
5000 - :' A v" 4 ‘ v v cd 5500 - °
v Vv :‘ e
& v
@ 4000' v Ve vy ‘ f @ 5000_ .
4 . '.. )
E 3000 St Tt E 4500
[=) V‘ w6000 o B
-’ (] .
E “ 5500 A
£ 20001 ¥ % ?
N I £ N q000{ o
1000-3 - g B " "
¢ 3500 ®
0 [} 40 C\/Diung/m]_‘)]m 160 ' ' ' ' ' '
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 0 2 6 8 10 12 14
Z_(Ohms) CVD (ng/mL)

re
Figura 14: A) Espectro de impedéncia medido para o anticorpo funcionalizado exposto ao eletrodo com CVD

em 1 ng mL (a), 3 ng mL (b), 6 ng mL (c), 13 ng mL (d), 115 ng mL e (f) 160 ng mL. B) Curva de calibragado
Rer no imunossensores compreendendo tanto amostra positiva (@) e controle negativo (®).

Amostras de urinas positivas e negativas do virus CDV foram utilizadas para avaliar a
seletividade do imunossensores. A amostra de urina negativa tem o potencial de produzir
sinais falsos em imunoensaios devido as interacdes entre os constituintes da amostra com um

ou mais anticorpos reagentes. Podem incluir-se compostos com as diferencas quimicas, mas
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semelhancas estruturais que reagem de forma cruzada com o anticorpo, anticorpos heterdfilos
e outras proteinas. Para medir a resposta das amostras de urinas com CDV através da técnica
SPR (diferentes dilui¢des), estas foram injetadas sobre a superficie do sensor e incubadas
durante 10 min. ApoOs esse tempo, os virus que ndo se ligaram aos anticorpos foram
removidos por lavagem com tampao PBS/Tween e a mudanga no angulo de ressonancia foi
monitorada por cerca de 500 segundos. A resposta para o controle negativo produziu um ruido
de menos de 1 RU (SPR). Como o controle negativo nao se ligou ao anticorpo ¢ nao houve
qualquer efeito sobre a resposta da SPR, estes dados confirmam a nossa conclusao de que a
ligagdo do CDV com o anticorpo foi altamente especifica. A metodologia proposta
demonstrou que a cinomose canina foi detectada em quase 100% das amostras examinadas, e
ambas as técnicas demonstraram a presenca viral do CDV. Os experimentos foram realizados
em triplicata e wverificou-se que ambas as técnicas (SPR e EIS) ndo diferiram
significativamente, indicando que a matriz do complexo bioldgico (presenca de diferentes
compostos organicos na urina) ndo influenciou a detec¢do do CDV. Os resultados obtidos
com ambas as metodologias mostraram eficiéncia e constituiu uma alternativa interessante e

desejavel para a detecgdo do CDV com maior seletividade e sensibilidade.

4.2 Utilizacdo da proteina A para deteccio do CDV utilizando a técnica
SPR

Nesta nova etapa do trabalho foi testado o uso da proteina A para melhor orientar os
anticorpos imobilizados, pois até aqui a imobiliza¢do ocorria de forma aleatdria. A proteina A
foi explorada como molécula intermedidria para o controle da orientacao dos anticorpos, pois
devido a sua afinidade natural de ligar-se especificamente a por¢do Fc da imunoglobulina
IgG, os anticorpos conjugados a proteina A deixam exposto o fragmento Fab da
imunoglobulina para reagir com o antigeno, aumentando a sensibilidade do teste. Quando
utilizamos a proteina, a orientag¢do e a pureza podem ser melhoradas permitindo a regeneragao
de um ligante de captura secundario. A proteina em particular tem sido demonstrada ser util
numa variedade de aplicagdes bioanaliticas, mostrando de forma eficaz a orientagdo de
anticorpos IgG para a deteccdo de bactérias e virus em estudos (SONG et al., 2012). A
imobilizacao da proteina presente na superficie do sensor nao bloqueou os sitios ativos dos
anticorpos.

A figura 15 mostra a resposta em tempo real do sensor de SPR. Primeiramente a

ativacdo das monocamadas auto-organizadas com EDC/NHS, seguida pela lavagem com
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tampao fosfato pH 7,4 (PBS) e Tween 20 (0,005%) para a retirada do material fracamente
ligado, seguido pela injecdo do anticorpo a superficie do sensor e subsequentemente o
bloqueio dos espacos remanescentes na superficie utilizando BSA (1 mg mL™). Neste
experimento, as moléculas de anticorpos adotaram todas as orientacdes possiveis, devido a
disponibilidade de grupos amina em diferentes regides do anticorpo. A ligacdo do anticorpo
anti-CDV com as monocamadas auto-organizadas resultou em um deslocamento no angulo de
ressondncia de aproximadamente 13,1 RU, que corresponde a 0,1 ng mm’. Estudos de
especificidade foram realizados para demonstrar o reconhecimento imune-especifico entre o
anticorpo e o virus. Para testar a eficiéncia do imunossensor do diagnodstico da cinomose,
amostra positiva e negativa do virus CDV foram testadas para avaliar as ligagdes especificas
com os anticorpos. A figura 15 mostra a resposta tipica do sensor SPR obtido a partir de
amostras positivas e negativas. Com a obtencdo destas respostas, foi possivel observar que o
anticorpo anti-CDV ¢ especifico para a detec¢do do virus CDV, enquanto que as amostras
negativas usadas como controle ndo mostraram qualquer resposta devido a ligacdo nao

especifica a superficie do sensor.
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Figura 15: Sensorgrama mostrando o procedimento experimental no biossensor: (A) imobilizagdo de 200 uL de
EDC/NHS sobre as SAMs para criar ligagdes covalentes com as aminas dos anticorpos; (B) injegdo de 50 pL de
anticorpos; (C) 100 pL de BSA necessario para bloquear os espagos remanescentes entre os anticorpos. Setas
para baixo (em vermelho) indicam as etapas de lavagem utilizando PBS/tween. Insercdo na figura: o grafico
mostra a amostra positiva (linha vermelha) e o experimento de controle negativo (linha preta).

No segundo experimento, foi investigado o potencial de adsor¢do do anticorpo na

presenca da proteina A e as amostras analisadas foram de urinas com e sem a presenca do
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virus CDV (figura 16). Os procedimentos de modifica¢do, lavagem e ativacdo da superficie
do sensor foram realizados utilizando a mesma metodologia do experimento anterior, apenas
houve a inclusdo de 35 uL da solugdo de proteina A na concentra¢do de 1 mg mL”' em
tampao PBS pH 7,4 por 30 minutos, antes da adicdo do anticorpo a superficie do sensor. No
passo seguinte apos a adi¢do da proteina foi realizada a lavagem da superficie utilizando
tampao PBS/Tween (seta vermelha). Nesta etapa, ¢ possivel notar um aumento no sinal da
SPR. Este aumento demonstra a adsor¢do da proteina A sobre a superficie do sensor. O ponto
C no grafico mostra a adsor¢ao de 50 L de anticorpo sobre a superficie do sensor modificado
com proteina A, seguida pela lavagem da superficie com tampao PBS/Tween (seta vermelha).
Apos a lavagem, € possivel observar um pequeno decaimento na linha do grafico, indicando
que houve ligacdo especifica dos anticorpos na superficie do sensor. Na figura 16, 50 pL da
amostra de urina positiva para o virus CDV foi injetada sobre a superficie do sensor
permanecendo por 20 minutos. Apds a lavagem, foi observado um deslocamento de 1,176.12
RU, equivalente a 9,8 ng mm®. Este resultado demonstrou que a mudanca na reflectancia foi
maior quando se aplicou a metodologia utilizando a proteina A, quando comparado com o
estudo obtido sem proteina A. Desse modo, a orientagdo local da proteina A aumenta a
capacidade de deteccdo do sensor pela maior quantidade de fragmentos disponiveis para
interacdes com o virus. Todas as adsor¢des e ligacdes que ocorreram em cada etapa do

experimento estdo presente na figura 17, monitorada em tempo real.
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Figura 16: Sensorgrama mostrando a ligagdo dos anticorpos na superficie do sensor guiado pela utilizagdo da proteina
A: (A) imobilizacdo de 200 uL de EDC/NHS; (B) imobilizacdo de 30 puL da proteina A; (C) 50 pL de anticorpos
foram adicionados para ligacdo a proteina A e (D) injegdo de 100 pL de BSA. Setas para baixo (em vermelho) indicam
as etapas de lavagem utilizando PBS/tween.
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Figura 17: Grafico final de detec¢do do CDV obtido pela técnica de SPR. (A) Ativagdo com EDC/NHS; (B)
inje¢do da proteina A; (C) inje¢do dos anticorpos; (D) adigdo da solugdo de BSA; (E) ligacdo da amostra

positiva; (F) regeneracdo da superficie com solugéo glicina pH 2,5 ¢ (G) controle utilizando amostra negativa.
As setas em vermelho indicam lavagem com tampao PBS/tween.

Para garantir a reprodutibilidade do experimento e possibilitar a analise de diferentes
amostras de urinas, a superficie do sensor foi regenerada utilizando solucao glicina pH 2,5

seguida por lavagem com tampdao PBS/Tween, injetando as amostras positivas e negativa,

respectivamente (fig. 18).
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Figura 18: Sensorgrama mostrando o processo de regeneracao da superficie para inje¢do de novas amostras. (A,
C e G) injecdo de 50 uL de amostras positivas diferentes; (B, D e F) inje¢do de 200 pL de glicina (passo de
regeneragdo) € (E) 50 pL da amostra negativa (experimento controle). As setas para baixo (em vermelho)
indicam as etapas de lavagem utilizando PBS/tween.
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Quando analisamos o processo de adsorcao e de afinidade de ligagdo entre o anticorpo
e o antigeno, observamos uma notavel mudancga na curva gerada pela SPR. A figura 19 mostra
a ativagdo do grupo tiol sobre a superficie do sensor, sendo representada por uma linha
vermelha, onde a curva apresenta um angulo de cerca de -50 graus e estabelece o limite de
detec¢do de aproximadamente 55 graus. A adsorc¢ao da proteina A ¢ representada pela linha
azul, onde ocorre um deslocamento ao longo da curva aumentando seu angulo em relagdo a
linha vermelha. Tal mudanga no angulo de SPR representa a adsor¢ao da proteina A sobre a
superficie do sensor. Do mesmo modo, a adsor¢ao do anticorpo e do virus sobre a superficie
do sensor ¢ representada pelas linhas preta e verde respectivamente. Este resultado mostra que
houve uma ligacao especifica entre o antigeno e o anticorpo, uma vez que a alteragao na curva
de adsor¢do do angulo SPR referente ao antigeno foi superior a curva do anticorpo. Se a
amostra fosse negativa sem a presen¢a do virus CDV a mudanga na curva SPR ndo iria

ocorrer, permanecendo sobre a curvado anticorpo. O sinal da SPR foi obtido em tempo real.
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Figura 19: Grafico com deslocamento das linhas da SPR demonstrando todo processo de ligagdao. Modificagéo
da superficie com MUA e EDC/NHS (linha vermelha), inje¢do da proteina A (linha azul), inje¢do do anticorpo
(linha preta) e inje¢do da amostra positiva (linha verde).

Diferentes condicdes experimentais, tais como o pH, tampao e concentragdes dos
anticorpos podem afetar a resposta do biossensor. A figura 20 mostra o estudo sobre a
influéncia do numero limite de anticorpos sobre a superficie do sensor para as duas
metodologias. Os valores médios normalizados do sensor estdo representados como em

funcdo das concentracdes do anticorpo anti-CDV. A curva linear da resposta de ligagao
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apresenta uma forma tipica, e mostra que o sinal foi saturado com a concentragao de anticorpo
-1 . .

de 30 pg mL™, para ambas as abordagens. Todos os experimentos foram realizados em

triplicata e as linhas verticais indicam as barras de erro. O procedimento aleatério saturou

muito mais rapido do que quando comparado com os resultados utilizando a proteina A.
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Figura 20: Resposta SPR (RU) versus concentragido de anticorpo. O grafico mostra as respostas SPR em que os
anticorpos foram reticulados a proteina A.

A curva de calibra¢do para a concentragdo do CDV foi obtida a fim de confirmar as
observagdes anteriores . A resposta linear caracteriza o sinal medido para concentragdes virais
entre 0 e 30 ng mL™" com coeficiente de correlagio de 0,997 (para proteina A) e 0,989 (sem
proteina A), como indicado pela linha so6lida obtida pelos minimos quadrados de ajuste para a
proteina A. O limite de detec¢io do imunossensor utilizando proteina A foi de 0,1 ng mL™
para o procedimento orientado pela proteina A e 2,5 ng mL™"' para o procedimento aleatorio
(S/N = 3). O valor encontrado para o procedimento orientado foi maior do que o obtido para o
processo aleatdrio. Os nossos resultados sugerem que a ligacdo do anticorpo ao antigeno
melhora com a presenca da proteina A, uma vez que a capacidade de ligacdo do anticorpo
resultante ¢ definida pelo nimero de sitios livres (fig. 21). A repeticdo do experimento foi
importante para aplicagdes reais. Além disso, testou-se a reprodutibilidade do biossensor
usando o mesmo sensor preparado da mesma maneira para detectar 10 amostras de CDV

seguida por regeneragdo da superficie. O desvio padrao relativo foi de 4,7%, mostrando uma

boa reprodutibilidade.
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Figura 21: Curva de calibragdo para diferentes concentragcdes do CDV. A superficie foi regenerada apos cada
inje¢do de amostra. As barras de erros representam o desvio padrao das respostas em triplicatas.

Para avaliar a viabilidade da metodologia SPR utilizando proteina A, a comparagao
entre 0 método de RT-qPCR foi realizada utilizando 14 amostras positivas imobilizadas
aleatoriamente. Em primeiro lugar, a superficie foi preparada com uma solugdo tampao PBS
para formar uma linha de base na curva de SPR. O aumento do angulo ressonante da SPR
ocorre quando uma molécula entra em contato com a superficie e rapidamente ¢ adsorvida. A
diferenca entre o angulo ressonante inicial e o final determina a quantidade de material
adsorvido na sua superficie. Todas as amostras de urinas positivas e negativas foram
previamente testadas pela técnica de RT-qPCR, os resultados sdo mostrados na tabela 3. A
amostra de urina nimero 1 apresenta a maior quantidade de virus detectado utilizando a
ligacdo antigeno/anticorpo pela técnica SPR, com deteccao média de 1063,91 RU. A amostra
de urina nimero 11, demonstra a menor quantidade de virus detectado, uma média de 78,68
RU. A explicagdo para o fato de que a amostra de niimero 11 contém menos quantidades de
virus que a amostra 1 encontra-se no estudo de Griot et al. 2001. Ele explica que no vigésimo
dia ap6s o contato com o virus, os anticorpos e linfocitos T produzidos pelo corpo do animal
aparecem. Desse modo, podemos concluir que a amostra de urina numero 1 foi recolhida
durante os primeiros 20 dias que o animal foi infectado com o virus. Isso explica a grande
quantidade de antigenos encontrados. O desvio padrao foi medido para cada amostra de urina
e o seu resultado foi comparado com os resultados médios das triplicatas. O estudo mostrou
que houve uma variacdo de 0,1 até 1,38, que ¢ considerado um resultado bom e confiavel,

uma vez que a variagdo em cada amostra para a quantidade de virus adsorvido sobre a
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superficie do sensor foi menor de um ensaio para outro. O experimento também foi
considerado de alta sensibilidade, uma vez que pode detectar pequenas e grandes quantidades
de virus nas amostras. Por exemplo, a amostra de nimero 11 detectou 1,25 ng mm’ e a de
namero 1 detectou 8,86 ng mm?®. Esses valores sdo semelhantes aos obtidos pela técnica de
RT-gPCR nas mesmas condi¢des (tabela 3), sugerindo que esta metodologia funciona de
forma eficiente e simples utilizando baixo consumo de reagente e obtendo uma maior

frequéncia de amostragem.

Tabela 3:Quantidade de virus detectado em cada amostra de urina (em ng mm?) para SPR ¢
RNA viral (copias/uL) para RT-qPCR.

Amostra Com protein A Sem proteinaA RT-gPCR
1 8,86 + 0,91 8,68 + 2,87 4,02 x 10°
2 1,51+ 0,16 1,14 + 1,02 8,12 x 10°
3 2,34+ 031 2,05+0.34 8,46 x 10*
4 1,55+ 0,59 1,13 + 1,64 1,18 x 10*
5 2,85+0,71 2,52 +325 4,68 x 10°
6 2,35+ 1,36 2214025 1,20 x 10°
7 3,58 + 1,03 3,38 0,63 1,64 x 10°
8 1,38 + 0,46 1,34+ 1,10 5,82 x 10°
9 2,74 £ 0,38 2,44 +0,49 4,09 x 10°
10 1,55+ 0,25 1,23 +£0,27 1,16 x 10*
11 1,25+0,58 1,07 + 0,22 4,12 x 10°
12 3,40 + 0,88 3,32 +0,57 7,23 x 10°
13 2,02 £ 0,48 1,78 £ 1,35 2,34 x 10*
14 2,39+0,14 2,29 £ 0,40 2,65 x 10°

4.3 Deteccao do Virus da Cinomose Canina Utilizando Ressonincia
Plasmoénica de Superficie Localizada (LSPR)

Para a detec¢ao do CDV foi empregada uma nova metodologia utilizando a técnica de
LSPR. O desenvolvimento desta nova metodologia foi elaborado com base nas nanoparticulas
de ouro que serviram para a produ¢do de um novo imunosensor. Uma vez que as
nanoparticulas tém atraido muita atencdo, devido as suas propriedades Opticas que diferem
significativamente de outros metais. As nanoparticulas de ouro sdo de grande interesse para a
detec¢do de marcadores livres, porque o seu espectro ¢ altamente sensivel a constante

dielétrica do meio circundante.
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A imobilizagdo dos anticorpos sobre as nanoparticulas de ouro (AuNPs) foi
investigada usando espectroscopia LSPR. AuNPs foram sintetizados de acordo com métodos
quimicos convencionais, utilizando citrato de sédio e uma solucdo de ouro coloidal,
apresentando uma coloragcdo intensamente vermelha. A primeira etapa consistiu da
caracterizagdo das AuNPs por imagem de microscopia eletronica de transi¢do (MET). A
figura 22A mostra as AuNPs mono dispersas em uma escala de 0,1 pm, com um N= 400
apresentando didmetro médio de 26 nm e polidispersividade de 14,3% (figura 22B). A banda
de LSPR caracteristica das AuNPs ¢ mostrada no espectro de UV-Vis com um comprimento
de onda de 525 nm, o que confirma a presenca das AuNPs conforme descrito na literatura

(figura 22C) (MCFARLAND et al., 2004).
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Figura 22: Imagens obtidas no MET. A) nanoparticulas de ouro em uma escala de 1 pm. B) Distribuigdo das
nanoparticulas apresentando um didmetro médio de 26,67 + 3,81 nm e polidispersividade de 14,3% e C) Espectro
de UV-Vis das nanoparticulas mostrando a absorbancia e comprimento de onda de 525 nm.

Para confirmar que os anticorpos estdo ligados as AuNPs, os espectros das
nanoparticulas foram medidos antes e apos cada etapa de conjugacao (Figura 23). As AuNPs
exibiram um pico maximo de 525 nm (linha preta). A medi¢ao seguinte conduziu a um pico
que deslocou 6 nm, indicando a modificacdo com as monocamadas auto-organizadas (linha
vermelha). O pico da LSPR apds o tratamento com 1:1 de EDC/NHS deslocou para 533 nm
(linha verde). Apos a conjugacgdo do anticorpo, houve um deslocamento do pico que foi para
616 nm, indicando a ligacdo do anticorpo (linha azul). Esta mudanga ¢ atribuida a um
aumento no indice de refracao local devido ao anticorpo e ¢ o resultado de um aumento no

indice de refragdo local do meio que circunda as AuNPs, como mostrado na linha azul.
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Quando o anticorpo conjugado com as AuNPs foi medido, a intensidade da banda LSPR
diminuiu e continuou a ser menor do que a das bandas LSPR antes da adi¢do do anticorpo,
este comportamento ¢ causado pela interacdo do anticorpo com as particulas de ouro coloidal.
A aglutinacdo do ouro com o anticorpo IgG reduziu a superficie das nanoparticulas,
consequentemente a LSPR foi reduzida. Na comparagao dos espectros de nanoparticulas antes
e apos a imobilizagdo do anticorpo, houve um deslocamento do pico em 97 nm, isso porque o

pico da LSPR aumenta quando as amostras sao iluminadas com luz ndo polarizada.
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Figura 23: Curvas do UV-Vis obtidas apds cada etapa de conjugacdo. Nanoparticulas de ouro (linha preta),
nanoparticulas modificadas com MUA (linha vermelha), modificagdo com EDC/NHS (linha verde) e adigdo do
anticorpo (linha azul).

O monitoramento simultdneo das amostras de urinas positivas e negativas ¢ mostrado
na figura 24. A figura 24A exibe o processo de modificagdo das nanoparticulas conjugadas
com a amostra positiva de urina contendo o virus CDV. Neste grafico, a linha preta representa
apenas as nanoparticulas, a linha vermelha sdo as nanoparticulas modificadas com MUA, a
linha verde ¢ a adicdo do EDC/NHS, a linha azul representa a modificacdo com o anticorpo
apresentando uma absorbancia de 0,13 com um comprimento de onda de 616 nm e a linha
rosa a adicdo da amostra positiva com o virus CDV, demonstrando uma absorbancia de 0,08
com um comprimento de onda de 635 nm. Comparando os dois picos podemos observar que
houve um decaimento de 0,05 no pico de absorbancia e um deslocamento de 19 nm no
comprimento de onda, confirmando a ligacdo antigeno/anticorpo. Esse resultado ¢ devido ao
tamanho final da molécula. Desde que ocorreu a ligagdo antigeno/anticorpo a molécula se

tornou muito grande, com aproximadamente 200 nm de didmetro, ocupando um grande
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espaco na solucdo, fazendo com que a luz do laser a atinja sem dificuldades, sendo assim mais
facilmente refletida resultando em um decaimento no valor da absorbancia e em um
deslocamento no comprimento de onda.

Para o controle negativo, o experimento foi realizado utilizando amostra de urina
negativa sem a presenca do virus CDV previamente testada pela técnica RT-qPCR (fig. 24B).
Quando comparamos os resultados obtidos do pico do anticorpo (linha azul) com o pico da
amostra de urina negativa (linha rosa), ambos apresentam uma absorbancia de 0,13 e um
comprimento de onda de 616 nm, nao havendo assim nenhuma mudanca entre as amostras. O
nao deslocamento no comprimento de onda e ndo reducdo do valor da absorbancia ocorreu
porque ndo houve a presenca do virus CDV, permitindo assim que a luz do laser atravesse a
amostra sem sofrer muita reflectancia sendo menos absorvida. Com esse resultado, nos
concluimos que a amostra era negativa. Todas as amostras foram previamente testadas pelas

técnicas de RT-qPCR e SPR.
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Figura 24: Estudo comparativo entre as amostras positiva e negativa. A) nanoparticulas de ouro (linha preta),
MUA (linha vermelha), EDC / NHS (linha verde), anticorpo (linha azul) e amostra de urina positiva (linha rosa).
B) nanoparticulas de ouro (linha preta), MUA (linha vermelha), EDC / NHS (linha verde), anticorpo (linha azul)
e amostra de urina negativa (linha rosa).

Todas as etapas do experimento foram caracterizadas utilizando microscopia
eletronica de transmissdao (TEM) (fig. 25). Na imagem da figura 25A, estdo as nanoparticulas
de ouro sozinhas, com um diametro médio de 26,67 nm. Em seguida, estd uma nanoparticula
isolada e modificada por MUA e EDC/NHS, apresentando um didmetro de 48 nm, esta etapa
envolve a ativacdao do grupo thiol (fig. 25B). A figura 25C, mostra a adi¢do do anticorpo que

através de ligagdo covalente das aminas com grupo tiol se fixaram a nanoparticula,
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apresentando um diametro de 88 nm. Apos a interagdo entre o anticorpo e o virus CDV, a
nanoparticula passou a apresentar um didmetro de 200 nm (fig. 25D), isso porque o virus
CDV ¢ uma molécula grande, apresentando um diametro de 100 a 250 nm. Estes resultados

confirmam todo o processo de agregacao das nanoparticulas na deteccao do CDV.
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Figura 25: Etapas de modificagdo das nanoparticulas obtidas por MET. Nanoparticulas de ouro (A),
nanoparticula isolada e modificada pela formagdo da SAM e EDC/NHS (B), adsor¢ao do anticorpo (C) e ligagdo
com o virus CDV (D).

Todas as etapas de modificagdo também foram monitoradas através da técnica
colorimétrica, onde foi possivel avaliar a eficiéncia do método. A figura 26 mostra todas as
etapas de modificagdo das nanoparticulas. Na cubeta A estd a solu¢do contendo apenas
AuNPs, apresentando uma coloragdo vermelha. De acordo com o trabalho de MCFARLAND
et al. 2004, esta cor ¢ caracteristica das nanoparticulas de ouro. A mudanca de cor para o lilas
(cubeta B), ocorreu depois da modificagdo com MUA, EDC/NHS e anticorpo. Nesta etapa, as
nanoparticulas foram modificadas pela formagdo das monocamadas auto-organizadas e
ativadas com grupos tiois que criaram ligacdes covalentes com as aminas dos anticorpos. Na
cubeta C foi adicionada a amostra de urina positiva contendo o virus CDV, provocando uma
mudanga na coloragdo da solugdo, que passou de lilds para amarelo. Para confirmar e validar
o teste, o controle negativo foi realizado utilizando amostra de urina sem a presenca do virus
CDV. Neste teste, apos a adigdo da amostra negativa a solugdo manteve a mesma coloragao
lilas, indicando que ndo houve ligagdo com o anticorpo (cubeta D). Para confirmar a

eficiéncia do teste colorimétrico, quatro amostras de virus diferentes sendo eles: ophidian
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paramixovirus (OPMV), paramixovirus, parvovirus e virus Newcastle foram testadas
(numeros 1, 2, 3 e 4). Todo procedimento de modificagdo e o anticorpo anti-CDV foi o
mesmo utilizado, apenas houve a substituicao do virus. O resultado final do teste mostrou que
ndo houve mudanca da cor para a tonalidade amarela obtida com a ligagio do CDV ao
anticorpo especifico. Todas as mudancas de coloragdo obtidas no teste colorimétrico
ocorreram em tempo real validando desta forma os resultados obtidos através das técnicas de

LSPR e TEM.

Figura 26: Teste colorimétrico para diferentes tipos de vitus. Nanoparticulas de ouro (A), modificagdo com
MUA, EDC/NHS e anticorpo (B), amostra positiva do CDV (C) e amostra negativa (D). Teste de interferéncia:
ophidian paramixovirus (OPMV) (1), parvovirus (2), paramixovirus (3) e virus Newcastle (4).

Para obter as condi¢des ideais do experimento, foram realizado testes variando as
concentragdes de anticorpo nas seguintes dilui¢des: 1 mL da amostra de anticorpo para 0,0;
200,0; 500,0 e 1000,0 ml PBS (10 mM pH 7,4) (fig. 27A). Pode-se observar que a medida que
a concentracdo de anticorpo diminui ocorre uma diminuicdo da absorbancia e ndo ocorre
deslocamento no comprimento de onda. Vale a pena notar, que as bandas da LSPR apenas
diminuem de intensidade apds o evento de reconhecimento entre as nanoparticulas e o
anticorpo. No entanto, a diminui¢do na reducdo da intensidade e o deslocamento para o azul
aparecem em concentragcdes mais elevadas (10 mL de PBS). Esta mudanga ¢ mais provavel

devido a interacdo entre as nanoparticulas de ouro ligadas aos anticorpos, tanto em numeros
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maiores como menores podem ser detectadas devido a mudangas correspondentes nas bandas
da LSPR. Resultados similares foram observados no trabalho de Wang e Irudayaraj 2008 para
a detecgdo de S. typhimurium. A linha preta mostra a concentragao mais baixa de 1/1000 mL
de PBS com absorbancia de 0,10 e um comprimento de onda de 601 nm; e a linha azul indica
a concentra¢do mais elevada de 1/0 mL de PBS com absorbancia de 0,06 ¢ o comprimento de
onda de 612 nm. Ao compararmos os resultados, ¢ possivel notar uma diferenga na absorgao
de 0,04 ¢ 11 nm no comprimento de onda. Resultados semelhantes foram encontrados por Liu
et al. 2008, que ao analisar diferentes concentragdes de DNA hairpins observou que houve
uma diminui¢do no espectro de absor¢do e uma pequena mudanca no comprimento de onda.
Na figura 27B, temos a curva de calibracdo para o anticorpo. Podemos observar que a
intensidade da absor¢ao diminui a medida que ocorre o aumento da concentragao do anticorpo
e na concentragao de 1mLmosta para 200 mLpgs 0 sistema torna-se saturado. Na inser¢ao, €
demonstrada a gama linear de concentragdo do anticorpo assim como o ajuste linear. As
AuNPs demonstraram ser muito sensiveis a presenca dos anticorpos, pelo aumento da unidade

de concentragao do anticorpo a absorbancia diminuiu 8,92 unidades.
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Figura 27: Dilui¢des das concentragdes dos anticorpos. A) amostra de anticorpo diluido em 1 mL de 2,0 pg L™ em
10 mM PBS para 0,0 mL PBS (linha azul), 200,0 mL PBS (linha verde), 500,0 mL PBS (linha vermelha) e 1000,0
mL PBD (linha preta ). B) curva de calibracdo para o IgG. ImL de IgG x mg mL foram diluidos para 1000, 500,
200 e 0 mL de PBS.

Testes com concentracdes variadas do CDV foram realizados nas seguintes
proporgdes: 1 mL da amostra de CDV para 0,0; 20,0; 50,0; 100,0 e 150,0 mL de PBS. Assim
como no teste anterior, podemos observar que com o aumento da concentracdo da amostra,

menor foi a sua banda (absorbancia). No momento em que diferentes concentragdes de
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amostras de urinas com virus CDV foram adicionadas, as AuNPs modificadas com as
monocamadas auto-organizadas, além do grupo tiol e do anticorpo reduziu a intensidade da
banda LSPR das nanoparticulas. Isto ¢ porque o virus CDV ¢ muito maior em tamanho (~100-
250 nm), enquanto que as AuNPs modificados por anticorpo anti-CDV apresentam um
tamanho de 88 nm. Isso faz com que varias AuNPs conjugadas com anticorpos sejam atraidas
a superficie do virus CDV. A linha azul indica a concentragdo mais baixa de 1/150 mL de
PBS, apresentando uma absorbancia de 0,3 e um comprimento de onda de 572 nm, enquanto
que a linha rosa apresenta a concentracao de 1/0,0 mL de PBS com a absorbancia de 0,1 ¢ um
comprimento de onda de 607 nm. Ao compararmos os resultados obtidos, ¢ possivel notar
uma diferenca de 0,2 na absor¢do e de 35 nm no comprimento de onda (fig. 28). Este
resultado ¢ similar ao apresentado por Wang e Irudayaraj, 2008, que ao variarem a
concentracdo da bactéria E. coli, observaram que com uma concentragdo mais elevada da
amostra menor era a intensidade da absorbancia e ocorria uma dispersdo mais elevada devido

ao grande niimero de compostos presentes na amostra.
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Figura 28: Variagdes das concentragdes de CDV. (A) amostra de CDV diluida em 1 mL de 100,0 pg L™ em 10
mM PBS para 0,0 mL PBS (linha rosa), 20,0 mL PBS (linha preta), 50,0 mL PBS (linha vermelha), 100,0 mL
PBS (linha verde) e 150,0 mL PBS (linha azul). (B) curva de calibra¢ao para CDV.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho, nds demonstramos a detec¢do do virus da cinomose canina através de
ressonancia plasmonica de superficie (SPR) associada com outras técnicas, como:
eletroquimica, ressondncia plasmonica de superficie localizada (LSPR) e colorimetria. A SPR
mostrou ser uma poderosa ferramenta analitica, permitindo realizar analises cinéticas de todo
processo de adsorcao e dessor¢ao do CDV ao anticorpo em tempo real, tornando possivel a
deteccdo do virus em diferentes amostras de urinas. O limite de detec¢do para esta técnica foi
de 0,1 ng L™, com frequéncia de analise de 15 amostras por dia. A associagdo com a técnica
eletroquimica permitiu avaliar os problemas associados com a metodologia de imobilizacao.
A etapa seguinte do trabalho demonstrou que a utilizacdo da proteina A como molécula
intermediaria para orientagdo dos anticorpos foi bem sucedida, uma vez que o limite de
detecgdo para o CDV foi de 0,1 ng mL™' com a proteina A e de 2,5 ng L' sem a proteina, com
desvio padrao relativo de 4,7%. O monitoramento e a caracterizagdo do CDV através da
técnica de LSPR confirmaram todos os resultados obtidos anteriormente. Através do teste
colorimétrico, conseguimos desenvolver uma nova metodologia para diagnostico do CDV que
apresentou alta eficiéncia, baixo custo de andlise e um pequeno tempo para obtengdo dos
resultados. Todas as metodologias propostas demonstraram que a cinomose canina foi

detectada em quase 100% das amostras analisadas.
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