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RESUMO

A biotina (vitamina B7) pode ser acoplada a diferentes tipos de moléculas e, ainda
assim, ser reconhecida seletivamente pelas proteinas avidina e estreptavidina devido
a alta constante de afinidade que existe entre elas (Ka = 1,0x10*® L mol?). Assim, essa
interacdo proporciona excelente aumento na sensibilidade de varias andlises; o que
leva ao desenvolvimento métodos analiticos para determinacdo de diferentes
compostos que sdo biotinilados. O uso de materiais biolégicos, como anticorpos ou
proteinas, em andlises de rotina se torna muitas vezes dispendioso e, devido a baixa
estabilidade das biomoléculas em condicbes adversas as mesmas, iniciou-se a
sintese de materiais que possam mimetizar as interacdes biolégicas de
reconhecimento; o que vem sendo feito com sucesso pelos polimeros molecularmente
impressos (MIP). Esses polimeros apresentam vantagens em relac@o as biomoléculas
por possuirem baixo custo, facil preparacdo e alta resisténcia mecanica e térmica.
Assim, esta dissertacdo aborda a sintese, caracterizacdo, otimizacao e aplicacdo de
diferentes MIP que possuem biotina como molécula alvo. Os estudos iniciais focaram
na sintese do MIP magnético (MMIP) com acesso restrito (RAMIP) para realizar
exclusao proteica pela modificacdo do polimero com albumina do soro bovino (BSA)
e polietileno glicol (PEG). Enquanto o RAMIP recoberto com BSA nao apresentou
bons resultados nos experimentos, o RAMIP recoberto com PEG, ap0s otimizacao,
apresentou resultados altamente satisfatorios na exclusao proteica (com valores na
faixa de 98 até 99,4 % de excluséo) e bons resultados na religacdo da biotina (2,0 mg
de biotina por grama de polimero). A segunda parte do trabalho foi focada no estudo
da influéncia do tipo de impressdo molecular (ndo covalente e semicovalente) na
capacidade do reconhecimento seletivo dos MMIP. Para isso, foi sintetizado
previamente o complexo analito-monémero (por meio de uma ligacdo covalente entre
a biotina e o alcool alilico como mondémero funcional). Esse MMIP foi submetido aos
ensaios de reconhecimento da biotina utilizando-se interacdes ndo covalente, sendo
denominado de MMIP semicovalente; cujos resultados foram comparados com MMIP
para biotina ndo covalente otimizado previamente. O MMIP semicovalente apresentou
uma constante de afinidade pela biotina de 5,9x10* L mol?, enquanto para o MMIP
ndo covalente foi de 2,4x10% L moll. Finalmente, o MIP e o MMIP para biotina
(sintetizados via ndo covalente) foram aplicados em ensaios biomiméticos utilizando
as técnicas de ELISA e Fluxo Lateral. Nos ensaios ELISA avaliou-se a capacidade de
reconhecimento do MMIP pela biotina-HRP e DNA biotinilado (das bactérias E. coli e
Salmonella). Para biotina-HRP, o MMIP apresentou retencao (na faixa de 5,0 até 2500
ng mL1), e uma alta intensidade de sinal. Para o DNA biotinilado, de ambas bactérias,
o MMIP mostrou maior retencédo do amplicon quando comparado ao NIP. A aplicacédo
do MIP nos dispositivos de Fluxo Lateral € inédita. Assim, apGs a otimizacéo de todos
0s parametros para desenhar a linha de teste contendo MIP (como solvente, massa,
solucdes, etc.), avaliou-se a resposta do sistema para diferentes moléculas
biotiniladas: para BSA-biotina e o corante Atto 655-biotina os resultados ndo foram
satisfatorios; para biotina-HRP, biotina 4-fluoresceina e os amplicons, MIP apresentou
boa resposta no reconhecimento seletivo. Assim, os MIP mostraram-se promissores
no desenvolvimento de ensaios biomiméticos.

Palavras-chave: Biotina. Polimeros impressos. ELISA magnético. Fluxo Lateral.



ABSTRACT

Biotin (vitamin B7) can be attached with different types of molecules and still be
selectively recognized by avidin/streptavidin proteins due to the high affinity constant
between them (Ka = 1,0x10'® L mol?). Thus, this interaction provides an excellent
increase in the sensitivity of analyzes; which leads to the development of analytical
methods for the determination of different biotinylated compounds. The use of
biological materials, such as antibodies or proteins, in analyzes is often expensive and
has low stability of biomolecules under adverse conditions, which has led to the
synthesis of materials that can mimic the biological interactions of recognition; which
has been successfully made by molecularly printed polymers (MIP). These polymers
have advantages over biomolecules because they have low cost, easy preparation and
high mechanical and thermal resistance. Thus, this dissertation explores the synthesis,
characterization, optimization and application of different MIP that has biotin as the
target molecule. Initial studies focused on the synthesis of magnetic MIP (MMIP) with
restricted-access (RAMIP) to evaluate protein exclusion by modifying the polymer with
bovine serum albumin (BSA) and polyethylene glycol (PEG). While RAMIP coated with
BSA didn’t present good results in the experiments, the RAMIP coated with PEG, after
optimization, presented highly satisfactory results in protein exclusion (with values
ranging from 98 to 99.4% of protein exclusion) and good results in the rebiding of biotin
(2.0 mg of biotin per gram of polymer). The second part of the work was focused on
the study of influence of molecular imprinting (hon-covalent and semi-covalent) on the
capacity of the selective recognition of MMIP. For this, the analyte-monomer complex
was previously synthesized (by a covalent bond between biotin and allyl alcohol as
functional monomer). This MMIP was submitted to the biotin recognition assays using
non-covalent interactions, being nominated as semi-covalent MMIP; whose results
were compared with non-covalent biotin MMIP previously optimized. The semi-
covalent MMIP had an affinity constant for biotin of 5,9x10% L mol?, while for non-
covalent MMIP it was 2,4x10° L mol. Finally, MIP and MMIP for biotin (synthesized
via non-covalent) were applied in biomimetic assays using ELISA and Lateral Flow
techniques. In the ELISA assays, it was evaluated MMIP recognition capacity by biotin-
HRP and biotinylated DNA (of E. coli and Salmonella bacteria). For biotin-HRP, MMIP
showed good retention results (in the range of 5.0 to 2500 ng mL™!), and good signal
intensity. For biotinylated DNA of both bacteria, MMIP showed higher retention of the
amplicon when compared to MNIP. The application of MIP in Lateral Flow devices it
wasn’t reported before. Thus, after optimizing all the parameters to design the test line
containing MIP (as solvent, mass, solutions, etc.), the system's response to different
biotinylated molecules was evaluated: for BSA-biotin and Atto 655-biotin dye the
results were not satisfactory; for biotin-HRP, biotin 4-fluorescein and the amplicons
MIP showed good selective recognition response. Thus, the imprinted polymers are
promising materials in the development of biomimetic assays.

Keywords: Biotin. Imprinted Polymers. Magnetic ELISA. Lateral Flow.
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1 INTRODUCAO

1.1 Biotina

As vitaminas sao substancias organicas indispensaveis ao funcionamento do
organismo humano, atuando em diversas rotas metabolicas na forma de cofatores.
Uma vez que a grande maioria das vitaminas ndo € sintetizada por nenhuma via
anabdlica e aquelas que séo produzidas ndo atendem a demanda, sua obtencéo é
feita principalmente por meio dos alimentos. (1,2)

As vitaminas sdo divididas em dois grandes grupos: lipossollveis (as quais
sdo A, D, E e K) e hidrossoluveis (complexo B e vitamina C). As vitaminas lipossoluveis
compartilham algumas fungdes como atuar na regulacdo celular. Ja as vitaminas
hidrossollveis executam papel de coenzimas ou precursores de coenzimas, sendo
fundamentais para o metabolismo e, devido a sua importancia, estdo entre as
vitaminas mais estudadas. (3)

O complexo B é constituido pelo maior nUmero de vitaminas; as quais possuem
estrutura quimica e funcdes muito diferentes; sendo elas tiamina, riboflavina,
piridoxina, niacina, acido pantoténico, biotina, acido folico e cobalamina. (3)

A biotina - ou vitamina B7 - (Figura 1) tem estrutura quimica composta por um
anel imidazol ligado a um anel tetrahidrotiofeno, o qual contém cadeia lateral contendo
grupo carboxila. A estrutura quimica da biotinia é constituida por 3 carbonos
assimétricos, formando 8 esteroisdmeros; sendo que apenas a d-(+)-biotina possuli
atividade bioldgica. (4) Dentre os estudos realizados com as vitaminas do complexo
B a biotina atraiu atencdo devido algumas caracteristicas diferenciadas que ela

apresenta.

HN NH

gy
o)

Figura 1 - Formula estrutural quimica da biotina.
Fonte: autor do trabalho.
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A biotina € essencial no metabolismo dos lipideos, quebra de aminoacidos,
recomposi¢cdo de intermediarios metabdlicos (como na gliconeogénese) e algumas
funcBes nucleares. Além disso, ela € uma proteina que atua como grupo prostético na
fixacdo do CO» para quatro enzimas: acetil-CoA carboxilase, propionil-CoA
carboxilase, piruvato carboxilase e B-metilcrotonil carboxilase.(5)

Uma das caracteristicas mais notaveis e importantes da biotina é a elevada
afinidade que ela apresenta pela avidina (uma glicoproteina tetramérica obtida da
clara do ovo) ou estreptavidina (composto andlogo da avidina obtido da bactéria
Streptomices avidinii) — a ligacao entre elas exibe umas das maiores constantes de
afinidade da natureza, Ka = 1,0x10"® L mol?! (sendo considerada a ligacdo nao
covalente mais forte que existe). A alta afinidade permite que tais proteinas
juntamente com a biotina funcionem como uma ferramenta importante em aplicacdes
biologicas e diagnadsticos. (6)

A ideia principal de aplicacdo é que a biotina acoplada com moléculas de baixo
ou alta massa molar ainda pode ser reconhecida pela avidina, tanto em sua forma
nativa quanto derivatizada. Assim, usando o complexo mediador biotina-avidina ha
um excelente aumento no nivel de sensibilidade na analise de diferentes moléculas;
0 que permitiu o desenvolvimento de imunoensaios, sensores de bioafinidade e
agentes de imobilizacao utilizando essa técnica. (7,8)

Wu e colaboradores (9) utilizaram eletroforese 2-D em gel para medir o dano
oxidativo proteico pela quantificacdo de carbonilas proteicas (produtos gerados pela
oxidacao de proteinas). Para tanto, foi realizada reacdo de marcacéo das carbonilas
proteicas com biotina-hidrazida. A separacdo dos produtos foi realizada no gel
eletroforético e apds revelagdo realizou-se a deteccdo utilizando-se o mediador
estreptavidina-HRP.

Zhu et. al. (10) desenvolveram um imunossensor eletroquimico do tipo
sanduiche para deteccao de quatro diferentes antigenos, sendo que foram utilizados
0s métodos de reacao de hibridizacdo da cadeia para amplificacdo dos nucleotideos
dos antigenos e imobilizacdo de nanoparticulas contendo biotina-estreptavidina para
aumentar o sinal de deteccéo.

Erdossy et al. (11) relatam o uso de polimeros impressos molecularmente (MIP)
para o0 reconhecimento seletivo de proteinas, sendo que ocorreu uma maior

discriminacdo da avidina e analogos frente a outras proteinas quando utilizado um
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polimero impresso contendo sitios de ligacdo para biotina se comparado com um
polimero impresso diretamente para avidina.

Entre os diversos tipos de materiais utilizados atualmente para o
reconhecimento seletivo de moléculas, como no exemplo citado anteriormente, 0s
polimeros molecularmente impressos tem mostrado resultados altamente

satisfatorios.

1.2 Polimeros molecularmente impressos (MIP)

Os MIP (Molecularly Imprinted Polymers) sdo polimeros que realizam o
reconhecimento especifico por formarem cavidades que sdo complementares em
tamanho e forma ao analito; sendo denominados também de polimeros biomiméticos
por imitarem o sistema de reconhecimento biologico baseado em afinidade, como o
sistema antigeno/anticorpo. (12)

O reconhecimento molecular do MIP & baseado nos sistemas biolégicos;
contudo, os polimeros apresentam diversas vantagens em relacéo aos biossistemas:
baixo custo, facil preparacao (podem ser sintetizados de diferentes modos de acordo
com a necessidade), alta resisténcia mecéanica e térmica e podem ser armazenados
por anos sem perda de eficiéncia. (12)

Em linhas gerais, os MIP sao sintetizados pelo método conhecido como
polimerizagdo em “bulk” (com a formagao de bloco polimérico), sendo esta realizada
em sistema homogéneo na auséncia de oxigénio sob fluxo de N2 ou Ar e induzida com
aquecimento ou radiacdo UV. O oxigénio deve ser eliminado do meio reacional, pois
impede a reacao de polimerizacéo radicalar. (13) Por meio da interacao do analito por
meio de ligacdo covalente ou ndo com as moléculas do mondémero funcional, é
formado inicialmente o complexo analito-mondémero funcional. Posteriormente, ao ser
adicionado no meio reacional um monémero estrutural que promove ligacBes
cruzadas, serd formada uma matriz polimérica rigida. A reacdo de polimerizacéo é
iniciada apos a adi¢do de um iniciador radicalar em meio desaerado. (12)

O processo de moldagem molecular esta exemplificado na Figura 2. De modo
analogo ao exibido, é sintetizado um polimero nédo impresso (Non Imprinted Polymer
— NIP) como material de controle. O NIP é sintetizado sem a presenca da molécula

molde e, portanto, hdo possui cavidades seletivas.
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Matriz

Molécula polimérica
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) z':z :1 Remogao da
U I~ o’ 0£¢ t4p  molécula
> ) Interagio e Polimerizacao Ou (," molde

(= t — > 4% +4

+4 %9

+4 4+
? t H% o

Mondmeros 9,58 ”“’ '
funcionais (MF) Formacio das / Cavidade
cavidades impressas desocupada

Figura 2 - Etapas da sintese do MIP.
Fonte: Foguel, M.V. (14)

Diferentes metodologias sdo aplicadas para obtencdo dos polimeros. A
polimerizagédo em “bulk”, embora simples, apresenta algumas desvantagens como
impressédo irregular dos sitios seletivos e tamanho de particulas néo-uniformes.
Devido a estas limitagbes, outros méetodos de preparo dos MIP séo utilizados com o
intuito de produzir particulas com tamanhos uniformes, sendo, dentre estas, mais
aplicadas a polimerizacéo por suspensao (15) e por precipitacédo (16)

Na polimerizacdo por suspensdo, a reacdo ocorre em dois solventes com
polaridades opostas. A primeira etapa da sintese € a solubilizacdo de todos os
reagentes necessarios para a reagdo (mondmero, analito, reagente de ligacéo
cruzada e iniciador radicalar) num solvente organico apolar. Em seguida, a mistura
reacional € adicionada em agua contendo um agente surfactante, cuja funcao é evitar
a coagulacao das gotas dos mondmeros durante o processo. (15)

Anélogo ao método de polimerizacdo em “bulk”, outro método de preparo de
MIP é o de polimerizacéo por precipitacdo, onde, volumes superiores de solventes
sdo empregados a fim de impedir a formacdo de uma pasta polimérica. Geralmente
nesse método utiliza-se quantidades de solvente cerca de cinco vezes maiores do que
no método “bulk”.

Uma vantagem desse método € o fato de néo ser necessario o uso de nenhum
tipo de estabilizante para evitar a coagulacdo das gotas de monémero. (17,18) A
formacdo de particulas poliméricas a partir do método de polimerizagdo por
precipitacdo ocorre devido ao crescimento da cadeia polimérica ao longo da reacéo,
0 que torna o polimero cada vez menos soltuvel no meio.

Sao descritos varios processos de moldagem molecular, permitindo gerar locais

com elevada capacidade e especificidade de reconhecimento molecular, que se
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distinguem pela natureza da ligacdo estabelecida com a molécula-molde. A
organizacdo tridimensional dos grupos funcionais dos MIP €& obtida pelo
estabelecimento de uma ligagdo covalente ou ndo covalente entre os monémeros
funcionais e a molécula-molde durante o processo de polimerizagdo. (19)

Um dos primeiros exemplos de moldagem molecular de polimeros organicos
reticulados descritos foi por Wulff e Sarhan, (20) tendo por base uma estratégia de
ligacdo covalente. Nesse método é realizada uma ligagédo covalente entre o analito e
o monbémero funcional formando um complexo analito-monémero; o qual é
polimerizado. O analito € removido utilizando-se uma reacdo de clivagem quimica,
deixando a cavidade seletiva livre. Posteriormente, no processo de reconhecimento
molecular, volta a ocorrer o estabelecimento de uma ligagéo covalente entre analito e
o polimero. (21)

A abordagem covalente tem a vantagem de apresentar uma estequiometria
conhecida entre o mondmero funcional e a molécula-molde, formando uma
guantidade homogénea de sitios de reconhecimento. Um dos inconvenientes deste
método relaciona-se com o numero limitado moléculas que permitam realizar ligagdes
covalentes que permitam a formacao do complexo analito-mondémero; além disso, séo
necessarios esforcos consideraveis na sintese da propria molécula-molde. (21)

Assim, outro método de impressao utilizado € o semicovalente. Ele & assim
denominado porque na etapa de polimerizacdo € usada uma molécula molde que
estabelece uma ligacdo covalente com os mondmeros funcionais e, na etapa de
religacado, € estabelecida uma ligacdo de natureza néo covalente. (22)

Uma das maiores vantagens do método semicovalente € que ele mantém a alta
seletividade do MIP com impresséo covalente e a religacdo do analito é realizada de
maneira mais rapida e facil. Esta abordagem comporta algumas limitacdes;
relacionadas com o processo de hidrélise da molécula-molde, que, frequentemente
nao é direto, e com o fato de que durante a religacdo os requisitos estereoquimicos
de um determinado grupo funcional podem ser muito diferentes dos locais de
reconhecimento. (23)

O terceiro e ultimo método de impresséao utilizado na moldagem do MIP é a
impressao ndo covalente. Neste método o analito € misturado diretamente com o
mondmero funcional, sendo que a interacdo entre ambos é ndo covalente — por
exemplo, ligagdo de hidrogénio, interacdo ibnica, etc. (24) Esta abordagem é

particularmente interessante pela sua simplicidade, permitindo a obtencéo de MIP que
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apresentam uma afinidade elevada para o seu alvo e uma ampla aplicabilidade.
Assim, usando essencialmente o mesmo procedimento e mudando a molécula alvo,
podem ser desenvolvidos MIP com capacidade para reconhecer uma grande
variedade de compostos. (25,26)

No entanto, o método nado covalente apresenta algumas dificuldades
significativas no processo de moldagem molecular. A primeira diz respeito a
heterogeneidade dos locais receptores produzidos, uma vez que ela decorre do
excesso de mondmero funcional necessario se encontrar distribuido ao redor da
matriz polimérica, fora das cavidades receptoras. Este aspecto conduz a existéncia
de muitos pontos de interacdo ndo especificos entre as moléculas do analito e o
polimero. (26)

Portanto, devido aos diversos métodos de obtencado das particulas e impresséo
molecular, os MIP podem ser sintetizados para diferentes tipos de moléculas (27-30)
e com aplicacao nas mais variadas areas: cromatografia, (31) extracao em fase solida,
(32) sensores, (33,34) catalise, (35) e liberacdo de farmacos. (36,37)

Os polimeros sintetizados pelos métodos citados anteriormente, embora muito
eficientes, apresentam alguns problemas na eficiéncia de reconhecimento. As
particulas formadas possuem as cavidades especificas distribuidas de maneira néo
homogénea e no interior da particula, 0 que diminui a acessibilidade do analito na
cavidade do MIP. (28)

Assim, um dos modos encontrados de minimizar 0s inconvenientes
mencionados foi pela juncdo dos polimeros impressos com nanoparticulas. Essa
unido gerou materiais do tipo core-shell no qual o nucleo é formado por nanoparticulas

sélidas recobertas com uma camada de MIP. (38)

1.2.1 Polimeros molecularmente impressos magnéticos (MMIP)

Nanoparticulas sdo sdlidos com tamanho de até 100 nm e que apresentam
propriedades caracteristicas do seu tamanho, como elevada area superficial em
relacdo ao seu volume — o que permite modificacdes em sua superficie. (39)

Os diferentes tipos de nanoparticulas mais comumente utilizadas como nucleo
para o MIP core-shell (ou seja, um nucleo - core - composto por uma nanoparticula
recoberta por uma fina camada de MIP - shell), bem como suas func¢des e aplicacdes

podem ser vistas na Tabela 1. (40)
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Tabela 1 - Tipos e fungdes de nanoparticulas utilizadas como nucleo para MIP core-shell e exemplos

de aplicagéo
Composicéo do Funcéo do . . n a
p’ ¢ ,9 Analito Aplicacédo Referéncias
nucleo nucleo
Separacio Cloranfenicol;
Magnetita parag Acido SPE (41,42)
magneética .
protocatecuico
. Controle da -Estradiol;
Silica B SPE; Sensor (43,44)
forma dapsona
o . N Cafeina,
Divinilbenzeno Dlspetsao das (S)-Propanolol, SPE:
elou particulas, ] ) (45,46)
L (S)-Atenolal; Cromatografia
poliestireno controle da forma .
Tiabendazol
Quantum Dots Fluorescéncia Cltogromo c Sensor optico (47,48)
p-nitrofenol
Ganho de sinal
em RAMAN e .
Ouro condutividade Bisfenol A Sensor (49)
elétrica

Fonte: adaptado de Pupin, R. R. et al. (40)

Dos materiais que podem ser aplicados como nucleo para o MIP encontram-se
as nanoparticulas magnéticas, dentre as quais os oOxidos de ferro sdo os mais
utilizados, devido as suas propriedades como superparamagnetismo e alta
estabilidade. (50) A maghemita (y-Fe2O3) e a magnetita (FesO4) sdo os 6xidos com
maior uso por apresentarem todas as propriedades ja citadas e, ademais, por
possuirem baixa toxicidade e biocompatibilidade comprovadas. (51)

A sintese de nanoparticulas de magnetita pode ser realizada de diversas
maneiras, sendo os métodos mais comumente reportados a coprecipitacdo, (52)
hidrotérmico (53), sonicacdo (54) e poliol.(55) A coprecipitacdo é uma das sinteses
amplamente utilizadas, devido a sua facilidade e rapidez; método no qual
normalmente sdo utilizados sais de cloreto de ferro (1) e ferro (lll) que precipitam em
meio alcalino a magnetita. (56)

Entre as diversas vantagens apresentadas por essas particulas, as principais e
mais importantes sdo suas caracteristicas superficiais que permitem sua facil
encapsulacdo e modificacdo para protegé-las da degradacdo, conservando sua
resposta magnética. (57) As modificacdes incluem desde simples funcionaliza¢cdes na
superficie com diferentes grupos funcionais até moléculas organicas (surfactantes,

polimeros e componentes biolégicos). (56)
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A modificagdo dos nucleos magnéticos se fez necessaria devido a raz6es como
aglomeracao das nanoparticulas ou perda da camada de polimero, o que inviabiliza a
utilizacdo do material. Agentes de silanizagc&o, como tetraetilortosilicato (TEOS), tem
sido extensivamente aplicados no recobrimento da magnetita pelo método de sol-gel.
(58,59) A camada de silano formada possui alta densidade de grupos funcionais
terminais, permitindo assim diversos tipos de reacdo de acoplamento covalente do
polimero em sua superficie, reduzindo o problema lixiviagdo da camada polimérica.
Mais além, a funcionalizacdo com silica permite grande biocompatibilidade e baixa
toxicidade das nanoparticulas.(60)

Deste modo, ao se combinar as melhores propriedades do material magnético
com as do MIP, tém sido reportados os MIP magnéticos, que consistem em
nanoparticulas magnéticas decoradas/modificadas com polimeros molecularmente
impressos. Ao contrario do MIP convencional, o MIP magnético possui a vantagem de
ter uma elevada relagéo entre area superficial e volume devido ao seu nucleo ser
composto por uma nanoparticula; o que torna as cavidades impressas mais acessiveis
ao analito; melhorando a cinética de ligacao. (61)

Nos métodos analiticos de separacdo, o polimero magnético é utilizado
principalmente em extracbes do tipo SPE; atuando como a fase solida. A grande
vantagem é que ao invés de se utilizar o cartucho (0 qual demanda necessario
trabalho para empacotamento, ativacdo das particulas, etc), o MIP magnético &
aplicado diretamente na amostra, sem a necessidade de tratamento prévio da mesma.
Além disso, o polimero é facil e rapidamente separado da solucdo de analise pela
aplicacdo de um campo magnético externo, como um ima, por exemplo.(62)

Foram desenvolvidos diversos tipos de MIP magnético para analises de
matrizes complexas como aguas de rio contendo diferentes contaminantes - corantes
alimentares,(63) antibioticos,(64) herbicidas; (65) utilizando Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (do inglés High Peformance Liquid Chromatography - HPLC) como

método de deteccéo.
1.2.2 Polimeros molecularmente impressos com acesso restrito (RAMIP)
O termo materiais de acesso restrito (do inglés Restricted Access Materials -

RAM) surgiu na década de 1990, com o desenvolvimento de materiais adsorventes

para cromatografia que realizassem a separagdo de determinadas moléculas,
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permitindo a injecdo direta de matrizes biologicas em sistemas on-line de extracdo em
fase solida acoplada com cromatografia liquida (SPE-LC). (66)

O acesso restrito destes materiais provém de uma barreira de difuséo fisica
(por meio do tamanho dos poros) e uma barreira quimica (modificacdo da superficie).
A barreira quimica colabora na exclusao por tamanho, consistindo no recobrimento da
particula com um polimero hidrofilico ou proteinas, evitando assim a adsorgdo de
macromoléculas biolégicas. (66)

No contexto do acesso restrito, os MIP chamaram a atencdo pelas suas
cavidades seletivas que sdo adequadas ao tamanho do analito; excluindo as demais
moléculas (barreira de difusdo fisica). Por conseguinte, muitos trabalhos foram
desenvolvidos a partir da construgéo de colunas contendo MIP como material tipo
RAM e acoplados com cromatografia liquida (LC). (67)

No entanto, o contato do MIP com a fase movel aquosa, foi um fator critico a
ser analisado porque, como reportado, ocorrem alguns inconvenientes principais com
0 uso desses polimeros em solu¢gdes aquosas. Nesse meio ocorrem ligagbes nao
especificas e ha também ligacdes hidrofobicas entre 0 meio e as moléculas, o que
diminui a seletividade do material e, em contato com moléculas como proteinas e
lipideos (de amostras biologicas), podem adsorver fortemente na superficie do
polimero, reduzindo suas propriedades de reconhecimento. (68,69)

Assim, comecaram a surgir pesquisas voltadas para a modificacdo da
superficie dos MIP, de forma que eles atuem no meio aquoso e mantenham sua
seletividade e, mais além, facam a exclusdo de macromoléculas. Dessa forma,
surgiram os MIP com acesso restrito (Restricted Access Molecularly Imprinted
Polymers - RAMIP).

Os RAMIP podem ser preparados de diversas maneiras. A metodologia mais
comum utilizada é a adicdo de comondmeros pro-hidrofilicos (que contém grupos
hidroxilas livres) no processo de sintese escolhido. Dessa forma, o MIP hidrofilico ira
realizar a exclusdo de macromoléculas como proteinas (normalmente retidas pela
superficie hidrofébica do polimero convencional) e diminuir os problemas de ligac6es
nao-especificas. (70,71)

Além dos grupos hidrofilicos, também podem ser imobilizadas moléculas (por
exemplo, proteinas) na superficie do polimero, com o mesmo intuito de realizar a

exclusao molecular. (72)
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1.3 Imunoensaios do tipo ELISA e Fluxo Lateral

Os imunoensaios sao um dos métodos utilizados para andlise de bactérias,
virus e fungos; os quais baseiam-se no sistema de reconhecimento antigeno-
anticorpo. (73) Imunoensaios do tipo Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
estao entre os mais comuns e, por causa da sua versatilidade por diferentes tipos de
testes (por exemplo, direto, sanduiche, etc.), o método tem sido utilizado
extensivamente pelos anos. (74)

Na década de 1960 foram reportados 0s primeiros imunoensaios com o uso de
moléculas fluorescentes ou com ligante radioativo, sendo os primeiros experimentos
realizados nessa area. (75) Na década de 1970 imunoensaios enzimaticos — como
ELISA — foram desenvolvidos baseados nos mesmos principios dos imunoensaios
utilizando-se enzimas ao invés de moléculas radioativas como marcadores. (74,75)

Uma vez que a técnica mostrou 6timos resultados, a mesma foi aperfeicoada
pelas décadas e, devido a alta sensibilidade e seletividade, o ensaio tem sido usado
até atualmente em diferentes aplicacdes: monitoramento ambiental, (76) controle de
gualidade alimentar, (77) determinacdo de estresse proteico, (78) quantificacdo de
horménio, (79) analises para diagnosticos — HIV, Ebola (80) e Influenza (81) - entre
outras.

O ensaio ELISA emprega anticorpos imobilizados geralmente em uma placa de
poliestireno com numero variavel de pocos. O método pode ser dividido em 8 passos
principais, 0os quais sao: (i) ativacdo do poco, (ii) lavagem da placa, (iii) imobilizacao
dos anticorpos, (iv) lavagem para remover o excesso de anticorpos, (v) incubagéo com
antigeno/analito, (vi) incubacdo com anticorpo marcado com molécula reportadora
(para quantificacdo), (vii) lavagem e, entdo (viii) adicdo do substrato cromogénico e
leitura optica. (82)

Outra estratégia recente para andlise qualitativa e semiquantitativa de
diferentes analitos s&o imunoensaios de fluxo lateral (do inglés Lateral Flow
immunoassays - LF). Sdo sistemas de andlise do tipo Point of Care Tests (POCT), ou
seja, para uso em qualquer local; sem a obrigatoriedade de estar em um laboratério.
Isso permitiu que os ensaios de fluxo lateral se tornassem popular em analises
clinicas, de alimentos e diagndsticos médicos devido a rapidez na obtencdo dos

resultados, alta seletividade e estabilidade, baixo custo e facil manuseio. (83)
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O dispositivo de fluxo lateral basicamente consiste, como exibido na Figura 3a,
em um cartao para suportar todos os componentes, um compartimento para inserir a
amostra, um compartimento seguido a tira de amostra (tira conjugada) onde sdo
adicionadas as moléculas para o bioreconhecimento que se ligam ao analito
(moléculas marcadoras), membrana de nitrocelulose na qual flui a amostra e no final
uma tira contendo o compartimento de absorgcao da amostra (tira adsorvente). (83)

A membrana de nitrocelulose, como mostrado na Figura 3b, contém duas linhas
diferentes; a primeira (linha teste ou test line) € composta pelos anticorpos especificos
contra 0 analito e a segunda (linha controle — control line) contém as particulas
bioativas contra as moléculas marcadoras. Depois da reacdo onde a amostra
contendo o analito flui pela tira, e nas linhas de teste e controle h4 uma mudanca de
coloracdo; a qual € indicativo da reacdo (resultado positivo). Se apenas a linha
controle muda a coloragcéo obtém-se um resultado negativo e se apenas a linha teste

muda a coloragc&o é um indicativo de problema na reacdo ou no dispositivo. (84)

(a) Tira de amostra
\\\/

Tira conjugada

Membrana de nitrocelulose

Tira adsorvente

(b)

Linha de teste Linha de controle

[
9 /] 7/

Figura 3 - (a) Componentes da tira de fluxo lateral e (b) viséo geral de uma tira de fluxo lateral
montada e contendo as linhas de teste e controle.
Fonte: autor do trabalho.

Os dispositivos de fluxo lateral podem ser divididos em trés zonas principais:

zona amostra/conjugada, zona teste e zona reservatorio.
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A amostra, bem como a solu¢éo tampéao de analise e outros componentes, sao
aplicados na zona de amostragem que consiste em uma tira de amostra (sample pad)
cuja constituicdo pode ser de nitrocelulose, nylon ou fibra de vidro. O segundo
componente € atira conjugada, cuja constituicdo é a mesma da tira de amostra, sendo
a tira conjugada recoberta com quantidades conhecidas de um marcador (por
exemplo, anticorpo ou proteina) especifico ao analito. O marcador € acoplado a
nanoparticulas de latex ou metais coloidais como o ouro; cujas coloracbes dessas
particulas sdo responsaveis pelo desenvolvimento de uma linha visivel na zona de
teste. (85)

A membrana da zona de teste, geralmente constituida por nitrocelulose ou
nylon, é a zona onde um segundo marcardor especifico ao analito € imobilizado em
uma faixa estreita (linha de teste) na membrana. Deste modo, se o analito estiver
presente na amostra, o0 marcador presente na linha se unira ao analito formando uma
linha visivel que indica a presenca positiva da molécula de interesse. A intensidade
da cor que aparece na linha de teste € proporcional a concentracdo do analito
presente. Qualquer molécula conjugada (da tira conjugada) nao ligada migrara pela
membrana e continuara até a linha de controle, na qual um anticorpo especifico ao
analito € imobilizado. Assim, a molécula conjugada ira se ligar ao anticorpo especifico
formando uma linha visivel, a qual € denominada de linha de controle e permite ao
analista saber que o0 ensaio ocorreu como esperado. (85)

A zona do reservatorio (adsorbent pad) € composta por celulose e possui a
funcdo de absorver toda solucdo tampédo adicionada para andlise e os demais
componentes que nao reagiram; sendo de extrema importancia para impedir que 0s
reagentes e solventes voltem a tira e ocasionem erros no experimento. (85)

Os dispositivos de LF tem sido aplicados em analises quali e semi quantitativas
para avaliar contaminantes alimentares,(86) antibioticos,(87) biomarcadores em
diagndsticos, (88) virus (89,90) e bactérias (91,92); entre outras aplicacdes.

Similar aos dispositivos de LF ha dispositivos de fluxo vertical (do inglés Vertical
Flow - VF), os quais possuem principio e aplicacdes semelhantes ao LF. A diferenca
estd em como o sistema é construido. Os reagentes para reacéo (anticorpos, analitos,
marcadores, etc.) sdo colocados diretamente na nitrocelulose e fluem, por efeito da
gravidade, pela membrana até o compartimento absorvente que esta embaixo da

nitrocelulose. (73)
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Devido a versatilidade e eficiéncia dos imunoensaios, como 0s citados
anteriormente, por exemplo, os mesmos sdo amplamente empregados nas mais
diversas andlises. No entanto a producdo de anticorpos demanda elevado tempo e
alto custo. Dessa forma, os MIP tem sido utilizados como uma alternativa mais
econdmica para ensaios desse tipo. (93)

Para teste do tipo ELISA, a literatura reporta uma gama restrita de trabalhos
nos quais MIP substituem os anticorpos como elementos de reconhecimento. (93-95)
No caso dos ensaios de fluxo lateral, até o presente momento, ndo sdo reportados
trabalhos a respeito do uso de MIP nesses sistemas.

Portanto, diante da versatilidade dos polimeros impressos, a presente
dissertacado exibe as pesquisas desenvolvidas na sintese de diferentes MIP para
biotina visando variadas aplicagdes. Inicialmente foi sintetizado, caracterizado e
avalido um RAMIP magnético para biotina modificado com diferentes agentes visando
avaliar sua capacidade de exclusdo proteica. Também foi sintetizado um MMIP para
biotina utilizando as técnicas de impressédo néo covalente e semicovalente, com a
realizacdo de ensaios para verificar e comparar a performance desses polimeros.
Finalmente, o MMIP para biotina foi aplicado em ensaios de magneto ELISA e no
desenvolvimento de ensaios biomiméticos do tipo fluxo lateral (LF) realizando anélises

de moléculas biotiniladas e DNA biotinilado.
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2 OBJETIVOS

Sintese, caracterizacdo e otimizacdo de diferentes MIP para biotina:
convencional/magnético, ndo covalente/semicovalente e com acesso restrito; visando

a aplicacdo em ensaios biomiméticos do tipo ELISA e Fluxo Lateral (LF).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 RAMIP e MMIP semicovalente

3.1.1 Reagentes e solucdes

Os reagentes utilizados para a sintese do Magneto-MIP (MMIP) convencional
foram biotina, acido acrilico, etilenoglicol dimetacrilato (EGDMA) e 2,2'-azo-bis-2-
metilpropionitrila (AIBN); todos fornecidos pela Sigma-Aldrich®. Os solventes
utilizados para sintese e remocdo da molécula molde foram metanol (Panreac®) e
acido acético glacial (Synth®).

Para as modificacbes na superficie do MMIP foram utilizados 2-hidroxietil
metacrilato (HEMA), glicerol dimetacrilato (GDMA), poli(etilenoglicol) bis(carboximetil)
eter (PEG) e albumina de soro bovino (BSA); todos fornecidos pela Sigma-Aldrich®.
Para a modificacdo com PEG utilizou-se cloreto de tionila (Sigma-Aldrich®) e
diclorometano (Synth®). Na reacdo com BSA foram utilizados glutaraldeido 25% (m/v)
e borohidreto de sddio, ambos da Sigma-Aldrich®.

Para sintese e modificacdo das nanoparticulas magnéticas os reagentes
utilizados foram FeCl,.4H,O e FeCls.6H20O (Sigma-Aldrich®); NH4OH (Synth®);
tetraetilortosilicato (TEOS) da Acréis®; 3-(trimetoxisilil)propil metacrilato (MPS)
Sigma-Aldrich®, etanol e tolueno, ambos fornecidos pela Synth®.

A sintese do complexo analito-mondémero para sintese do MMIP semicovalente
foi realizada com biotina, alcool alilico, acido p-toluenossulfénico (p-TSA); todos
fornecidos pela Sigma-Aldrich®. O solvente utilizado no meio reacional foi tolueno
(Synth®)

3.1.2 Analises cromatograficas

Todas as medidas de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) foram
realizadas utilizando-se metanol e acetonitrila grau HPLC, ambos da Panreac®. Para
otimizacdo da fase mével, a solugcéo tampéo fosfato foi preparada contendo fosfato de
s6dio monobasico anidro e fosfato de sédio dibasico anidro; ambos da Synth®. Para o

preparo de fase mével aquosa acidificada, utilizou-se acido fosférico (Mallinckrodt®).
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A cromatografia de adsor¢cdo em coluna foi realizada utilizando-se silica-gel
(230-400 mesh, Acros). As analises por cromatografia em camada delgada (CCD)
foram realizadas utilizando-se placas obtidas a partir de cromatofolhas de aluminio
impregnadas com silica gel 60 F254 (Merck®). A visualizacéo ocorreu pela revelacéo
com solucdo etanoica de &acido fosfomolibdico (Sigma-Aldrich®), seguido de
aquecimento. Ambas cromatografias tiveram como eluente diclorometano (Synth®) e

metanol (Panreac®)

3.1.3 Ensaios de otimizag&o do MIP

Para os estudos de ligacdo dos MIP sintetizados foram preparadas solucdes
de biotina em agua destilda (obtida pelo Milli-Q Ultra Pure Water System da marca
Millipore®), metanol, acetonitrila (ambos Panreac®) e misturas desses solventes.

A otimizac&do dos MIP sintetizados (estudo de dosagem de massa, tempo de
interacdo e isoterma) foram realizadas em metanol. Para avaliacdo da seletividade
foram analisadas biocitina e tetraciclina, ambas fornecidas pela Sigma-Aldrich®.

Para avaliacdo da capacidade de excluséo proteica dos polimeros preparou-se
solucdo de diferentes concentracbes de BSA em solucdo tampdo fosfato

50 mmol L.

3.1.4 Instrumentacao

3.1.4.1 Caracterizacdo dos produtos obtidos nas sinteses

Todos o0s materiais sintetizados, bem como as modificacdes, foram
caracterizados por diferentes técnicas.

Para as medidas de infravermelho por transformada de Fourier foi empregado
um espectrometro FT-IR Vertex 70 da Bruker, com uma fonte de laser de HeNe e
detector DLaTGS, utilizando uma faixa de leitura de 4000 a 400 cm™. A andlise foi
realizada diretamente nas amostras sélidas, no modo de refletancia total atenuada (do
inglés Attenuated Total Reflectance — ATR).

A morfologia dos polimeros foi observada utilizando o microscoépio eletrénico

de varredura com campo de emisséao (FE-SEM; Jeol JSM 6330F). Os polimeros foram
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sonicados em &lcool isopropilico por 10 min e recobertos com carbono, para posterior
anélise no microscopio.

A porosidade do MIP foi avaliada pela técnica de Brunauer, Emmettt e Teller
(BET) medindo-se a sor¢éo de N2 utilizando-se o equipamento Micromeritics GEMINI
VII. As amostras foram pré-tratadas em vacuo por 3 h e degaseificadas com hélio a
250 °C. A éarea superficial foi calculada de acordo com o método BET, o volume de
poros calculado a partir da adsor¢cdo em P/Po = 0,98 e o tamanho dos poros pelo
método Barrett-Joyner-Halenda (do inglés BJH Method).

A estabilidade térmica e composi¢ao dos materiais sintetizados foi avaliada por
analise térmica, utilizando termogravimetria e calorimetria exploratéria diferencial (TG-
DSC). As curvas TG foram obtidas em um sistema TG-DSC STARE, da Mettler
Toledo. Utilizou-se mistura de ar comprimido e N2 em uma vazéo de 50 mL mint como
gas de purga. A razédo de aguecimento foi de 10 °C min't com 10,0 mg de massa das
amostras. As curvas DSC foram obtidas usando DSC Q10 da TA Instruments®. A
condicdo de gas de purga foi a mesma utilizada para a TG, com uma razao de
aquecimento de 5 °C min*t, com 10,0 mg de massa de amostra.

Para a caracterizacdo magnética foi usado o equipamento LakeShore VSM
série 7300 do Centro Atdmico Bariloche, Divisdo de Ressonancias Magnéticas,
Argentina.

A determinacao da composicao dos materiais, bem como anélise da estrutura
das ligacBes quimica foi realizada por analise de XPS. Utilizou-se um espectrémetro
comercial UNI-SPECS UHV System com pressdo menor que 5x10° Pa. A linha Mg
Ka foi utilizada (hv = 1253,6 eV) como fonte de ionizagcédo e a energia de passagem
do analisador ajustada para 10 eV. A composicdo em porcentagem atdomica da
camada da superficial (<5 nm) foi determinada pelas proporcées relativas das areas
dos espectros. A escala da energia de ligacdo dos espectros foi corrigida usando a
componente de hidrocarbonetos fixa em 285,0 eV.

Pela andlise de RMN de sélidos obteve-se espectros de 'H e *3C utilizando
espectrometro Bruker Avance Il 400WB HD (9,4 T) com sonda CP/MAS DVT Triple
Resonance Low Gamma de 4 mm, com intervalo de frequéncia de *°K até °H,
operando na faixa de temperatura de -120 °C até 150 °C; e sonda CP/MAS DVT
Triple/Double Resonance com dupla ressonancia BB/*H, com intervalo de frequéncias
(BB) de N a 3!P.
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A sintese do template-monémero foi acompanhada empregando-se RMN,
sendo que para obtencédo dos espectros de 'H foi utilizado espectrémetro Bruker:
Fourier 300 MHz (7.0 T) e espectrometro Bruker: Avance 11l 600 MHz HD (14,1 T). Os
deslocamentos quimicos () foram expressos em partes por milhdo (ppm) e
referenciados pelo sinal de cloroféormio e dimetilsulféxido (7,26 e 2,5 ppm,
respectivamente, para o RMN de *H) A multiplicidade dos sinais dos hidrogénios nos
espectros foi indicada segundo a convencédo: d (dupleto), dd (duplo dupleto) e m
(multipleto).

3.1.4.2 Medidas analiticas

As medidas espectrofotométricas foram realizadas em um espectrofotdmetro
UV-Vis da Bel Photonics modelo UV-M 51, comandado pelo programa UV
Professional 2. Todas as medidas foram realizadas em cubeta de quartzo de 1,0 cm
de caminho 6ptico e varredura do comprimento de onda no intervalo de 200 a 350 nm.

As andlises cromatograficas foram realizadas utilizando-se um cromatografo
Shimadzu® modelo 20A, com detector UV-Vis modelo SPD-20A, amostrador
automatico SIL-20A e degaseificador DGU-20A5, acoplado a um microcomputador. A
fase estacionaria utilizada foi uma coluna de fase reversa Shim-Pack VP-ODS 4.6 um
(tamanho da particula) 12 nm (diametro poro), comprimento de 250 x 4,60 mm de
diametro interno. A fase mével foi preparada por uma mistura de solucdo aquosa
contendo 0,1% de HsPO4 com acetonitrila (ACN) na proporgédo 80:20 (v/v), a uma
vazéo de 1,0 mL min. A deteccgéo foi realizada utilizando comprimento de onda de
210 nm e volume de injecdo de amostra de 10 pL. (96)

Para realizacdo das medidas de pH, foi utilizado um pHmetro da marca Digital
Gehaka® modelo PG 2000.
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3.1.5 Procedimentos experimentais

3.1.5.1 Sinteses

3.1.5.1.1 Sintese das nanoparticulas e do magneto MIP (MMIP) para biotina

O procedimento de sintese da magnetita (FezOs) é baseado no método
apresentado por Kong et al. (62) e a Figura 4 apresenta resumidamente o
procedimento experimental.

Brevemente, foi realizada a co-precipitacédo de 0,01 mmol de Fe?* e 0,02 mmol
de Fe3* em meio basico (Para isso, solubilizou-se os sais de ferro em 80,0 mL de H-O
destilada aquecida a 80°C e foi gotejado 10,0 mL de NH4OH). Posteriormente
adicionou-se 0,8 mL de TEOS - responsavel por revestir a magnetita (Figura 4a) com
uma camada de silica (Figura 4b) - para 200 mg das nanoparticulas dispersas em
etanol. Finalmente, as nanoparticulas de Fez04@SiO- foram colocadas em 50,0 mL
de tolueno anidro e 5,0 mL de MPS por 12 horas, sendo o MPS utilizado para

funcionalizar as nanoparticulas com a insercéo de um grupo metacrilico (Figura 4c).

TEOS —OH MPS ;?);
NH,OH —OH ' 3

Fe.O, Fe,0,@SiO, Fe,0,@Si0,-CH=CH,

FeCl, + FeCl,
B
NH,OH

(a) (b) (c)
Figura 4 - Sintese e modificacdo da magnetita.

Fonte: autor do trabalho.

A sintese do MIP magnético para biotina pelo método ndo covalente ja foi
otimizada anteriormente pelo grupo de pesquisa coordenado pela Prof.2 Dr.2 Maria del
Pilar Taboada Sotomayor e apresentou 6timos resultados. (97)

Simplificadamente, o procedimento adotado foi a sintese por precipitacéo:
biotina (0,2 mmol), acido acrilico (0,08 mmol) e 40 mL de etanol (usado como solvente
porogénico) foram misturados e deixados interagir por 12 horas a 25 °C. A seguir,
adicionou-se 200 mg de nanoparticulas de magnetita modificadas e manteve-se o

sistema sob agitacdo constante durante 2 horas. Por fim, acrescentou-se a mistura
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4,0 mmol de EGDMA e 0,05 mmol de AIBN (iniciador radicalar). N2> foi borbulhado
continuamente na solugcdo de maneira a impedir que o oxigénio interfira na
polimerizacgdo. Por fim, o sistema foi levado ao aquecimento a 60 °C por 5 h. Finalizada
a sintese, lavou-se o polimero em sistema soxhlet com metanol/agua para remover a
biotina e os reagentes em excesso. As aguas de limpeza foram monitoradas por
espectrofotometria na regido do UV.

Analogamente ao MMIP foi sintetizado um MNIP como material de controle.
Sua sintese é idéntica a do MMIP; contudo, ndo ha adi¢cao do analito.

3.1.5.1.2 Sintese do MMIP com acesso restrito (RAMIP)

Empregou-se uma mistura de dois diferentes comonémeros pro-hidrofilicos
para tornar o MMIP um material com acesso restrito: 2-hidroxietil metacrilato (HEMA)
e glicerol dimetacrilato (GDMA). O procedimento de sintese adotado foi exatamente o
mesmo do MMIP, variando-se o tempo de insercdo dos comondmeros nas sinteses
de 1 a 5 como mostra a Tabela 2 (sendo considerado o tempo de inicio da sintese

como 0 momento apods a adicdo do iniciador radicalar).

Tabela 2 - Tempo de insercédo dos comonémeros pré-hidrofilicos para sintese de diferentes RAMIP

Tempo de adi¢cdo dos
Sintese comondmeros apos o inicio da
sintese (min)
Adicionados antes do inicio da
sintese

45

60

90

120
Fonte: autor do trabalho.

ga b~ wWwN PP

Mantendo a proporcdo analito: monémero funcional: mondémero estrutural
constante (1:4:20; respectivamente), foi otimizada a melhor proporcdo dos
comonémeros hidrofilicos na sintese; baseando-se na propor¢do do mondmero
estrutural EGDMA. Pela estrutura do GDMA (uma mistura de isdbmeros) optou-se por

trabalhar com uma menor proporcéo deste em relagdo ao HEMA.
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Assim, foram realizadas 3 diferentes sinteses, com as proporcdes

especificadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Otimizacao da propor¢cédo do HEMA e GDMA utilizados na sintese do RAMIP

Quantidade HEMA - GDMA Razao molar
(mmol) EGDMA:HEMA:GDMA
2,0-0,25 1:0,5: 0,06
40-05 1:1:0,01
80-1,0 1. 2:0,25

Fonte: autor do trabalho.

3.1.5.1.3 Sintese do RAMIP recoberto com BSA (RAMIP@BSA)

ApOs caracterizacdo dos 5 diferentes RAMIP magnéticos sintetizados de
acordo com a Tabela 2, aquele que apresentou maior quantidade de grupos hidroxila
em sua superficie (Sintese 2) foi selecionado para o recobrimento com albumina de
soro bovino (BSA). Assim, a reacéo de recobrimento foi adaptada de método descrito

por Moraes et al. (98):

i - 100,0 mg de RAMIP foi deixado interagir por 60 min com 2,0 mL de BSA 1% (m/v)
preparada em solucdo tampéao fosfato 50 mmol L a pH 6,0;

iil— A solucao de BSA foi separada e 0,5 mL de glutaraldeido 25% (m/v) interagiu com
o polimero por 2 h;

iii— 1,0 mL de solugéo aquosa de NaBH4 1% (m/v) com pH ajustado a 7 foi colocada
em contato com o RAMIP por 5 min; e, por fim, as particulas foram lavadas

extensivamente com agua destilada.
A guantidade de BSA a ser imobilizada na superficie do RAMIP foi otimizada,
sendo preparados polimeros contendo, além da BSA 1% (m/v) como descrito no

procedimento acima, BSA 0,5% (m/v) e BSA 2% (m/v).

3.1.5.1.4 Sintese do RAMIP recoberto com PEG (RAMIP@PEG)

Para recobrimento do polimero com polietileno glicol (PEG), assim como

descrito no item anterior, 0 RAMIP que apresentou maior quantidade de grupos
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hidroxila livres (Sintese 2) foi selecionado para a reacdo com PEG. O procedimento
experimental baseou-se em uma reacgao geral de esterificagédo; (99) sendo detalhado

a sequir:

i — 100,0 mg de RAMIP foi colocado em contato com 5,0 mL de solucdo de PEG
(preparado em diclorometano, o qual foi previamente tratado com hidreto de célcio e
destilado antes do uso).

il — A temperatura do sistema foi ajustada para 0 °C e, gota a gota e com agitacao
magnética, adicionou-se 0,3 mL de cloreto de tionila. O sistema reacional foi mantido
nessa condi¢cdo por 5 min e, posteriormente, levado a 30 °C por 12 h.

iii — O produto final (RAMIP@PEG) foi lavado trés vezes com diclorometano (usando
rotoevaporador) e exaustivamente com agua destilada. Posteriormente foi colocado

para secar a vacuo.

Além da otimizacdo do processo de sintese, avaliou-se a melhor concentracéo
de PEG para recobrir o RAMIP. Foram preparadas 6 solucdes de diferentes
concentracbes de PEG (de acordo com as proporcdes exibidas na Tabela 4),
mantendo a quantidade de polimero constante; sendo a sintese realizada de acordo

com o procedimento descrito acima.

Tabela 4 - Quantidades de PEG (em mmol) e a propor¢cdo do mesmo em relagdo & massa de RAMIP
(mantida constante em 100,0 mg) utilizadas para reacéo de recobrimento

Sintese Quantidade de PEG (mmol) Proporcéao de PEG

1 0,025 0,1
2 0,0625 0,25
3 0,0937 0,375
4 0,125 0,5
5 0,25 1,0
6 0,50 2,0

Fonte: autor do trabalho.

3.1.5.1.5 Sintese covalente do complexo analito-mondmero biotina aliléster

Previamente a sintese do MMIP semicovalente para biotina, realizou-se a

sintese do complexo analito-monémero (Figura 5), alil 5-((4S)-2-oxohexahidro-1H-
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tieno[3,4-d]imidazol-4-il)pentanoato (denominado a partir deste ponto como biotina

aliléster).

(o] (o]

PN

HN NH
1) p-TSA R \ / o

HN)J\NH
o]
Tolueno
o 2) Alcool alilico
s i OH 48 h, refluxo s i o
biotina biotina aliléster L

Figura 5 - Esquema de sintese da biotina aliléster.
Fonte: autor do trabalho.

A sintese foi conduzida baseando-se em Busch et al. (100) A uma solucao de
biotina (250,0 mg; 0,90 mmol) em 9,0 mL de tolueno adicionou-se &cido p-
toluenossulfénico — p-TSA (0,090 mmol) sob agitacédo. Posteriormente foi adicionado
alcool alilico (850,0 pL; 12,6 mmol), sendo o sistema mantido sob refluxo a 110 °C por
48 horas. Finalizado esse periodo, o solvente foi evaporado e o sdlido formado foi
lavado duas vezes com acetato de etila. A purificacéo foi realizada por cromatografia
em coluna (CH2Cl2:MeOH 96:4 v/v), fornecendo 290,0 mg de produto em 87% de
rendimento. Cromatografia em camada delgada forneceu Rt = 0,33 (CH2Cl>:MeOH
96:4 viv).

3.1.5.2 Sintese do MMIP semicovalente

A sintese do MMIP semicovalente foi conduzida de maneira similar a descrita
para o MMIP: em um baldo o complexo analito-monémero solubilizado em etanol, em
conjunto com as (200,0 mg) nanoparticulas de magnetita modificadas e EGDMA. Foi
borbulhado N2 continuamente na solucdo de maneira a impedir que o0 oxigénio
interferisse na polimerizacdo. AIBN (0,05 mmol) foi adicionado para iniciar a reacéo e,
por fim, o sistema foi levado ao aquecimento a 60 °C por 5 h. Foram realizadas trés
sinteses com diferentes propor¢cées de EGDMA (1,0; 2,0 e 4,0 mmol) em relacédo ao

complexo analito-mondmero (proporcdo mantida constante em 0,1 mmol).
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Finalizada a sintese, o polimero foi submetido a reacéo de clivagem quimica
para remoc¢ao da molécula molde do polimero. A hidrolise foi realizada em refluxo por
8 horas em MeOH contendo NaOH 1,0 mol L. A reacéo de hidrélise foi finalizada
adicionando solucao de HCI 3,2% (v/v) por 1 hora. Apds esse periodo, o polimero foi
mantido em refluxo com metanol por 2 horas para remover o excesso de qualquer
reagente que pudesse estar presente.

Analogamente ao MMIP foi sintetizado um MNIP como material de controle.
Sua sintese € idéntica a do MMIP, sem a adicdo da biotina aliléster e com adicédo de
alcool alilico na mesma proporgédo do complexo analito-monémero, com o intuito de

manter a propor¢ao molar dos grupos funcionais.

3.1.5.3 Otimizacéo das condi¢cdes cromatogréaficas para analise da biotina

Foram preparadas solu¢cdes de biotina em MeOH. Mantendo-se constante o
fluxo da fase mével e volume de injecéo, respectivamente em 1,0 mL mint e 10 pL,
variou-se tanto a composicao dos solventes da fase mével quanto a proporcao dos
mesmos.

Utilizando método de eluicdo isocratico e com maior composicao de fase
aquosa, trabalhou-se no intervalo entre 80:20 v/v até 70:30 v/v dos seguintes eluentes:
NaH>PO4 25 mmol L*:MeOH; solucdo tampéo fosfato 5 mmol L (pH 6,6):ACN,
solucgéo tampéo fosfato 5 mmol L (pH 6,6):MeOH; solucdo aquosa 0,1% H3PO4:ACN.

3.1.5.4 Estudos de otimizacéo e avaliacao da eficiéncia dos polimeros

3.1.5.4.1 Avaliacdo da capacidade de exclusdo proteica pelos RAMIP magnéticos

Pesou-se 10,0 mg dos diferentes polimeros sintetizados em tubos Eppendorf®.
Adicionou-se 1,0 mL de diferentes concentracdes de solucdo de BSA preparada em
tampéao fosfato 50 mmol L pH 6,0. A solucdo de BSA e o RAMIP foi deixada em
contato por 5 min sob leve agitacdo mecanica. Depois de transcorrido o tempo, o

magneto RAMIP foi separado magneticamente e a solucao analisada por UV-Vis.



49

3.1.5.4.2 Religacao e seletividade

Para avaliar a capacidade de adsorcdo do MMIP e do RAMIP (e suas
modificagbes) foram construidas curvas de isoterma. Assim, 10,0 mg de polimero
foram pesadas e interagindo sob agitacdo mecéanica com diferentes concentracdes de
biotina (de 5,0 até 100,0 mg L) preparada em metanol. Apés o tempo de interacéo,
os polimeros foram separados com aplicacdo de um campo magnético (por um ima
de neodimio) e as solugdes filtradas em filtro 0,45 um de PTFE e levadas para analise
por HPLC.

O estudo de seletividade foi realizado de maneira idéntica ao descrito acima
para construcdo da curva isoterma, sendo preparadas solucdes de biocitina e

tetraciclina para interagir com os polimeros.

3.1.5.4.3. Avaliacdo de solvente, dosagem de massa, tempo, isoterma do
RAMIP@PEG.

Os estudos de otimizagcdo comecaram com uma avaliacdo preliminar do
solvente para religacdo da biotina. Para isso, 10,0 mg de polimero foram colocadas
em contato com 5,0 mL de solugdo 20,0 mg L de biotina preparada em diferentes
solventes (agua, metanol, etanol, acetonitrila e misturas entre agua e os solventes
organicos) por 2 horas. Ao fim de tempo de interacdo, as amostras foram filtradas e
analisadas por HPLC.

Para avaliacdo da melhor quantidade de massa para analises com o
RAMIP@PEG, realizou-se um estudo no qual pesou-se em tubos de vidro diferentes
massas de polimero, de 5,0 até 50,0 mg. Essas massas foram colocadas para interagir
com solucéo de biotina 50,0 mg L preparada em metanol. Apés o tempo de interagéo,
o polimero foi separado utilizando-se um ima de neodimio e a solucdes filtradas e
levadas para analise por HPLC.

Apés definida a melhor massa de polimero para os estudos, avaliou-se o
melhor tempo de interacdo. 5,0 mg de MIP ficaram interagindo com 50,0 mg L de
solucdo biotina preparada em metanol por diferentes tempos; de 10 até 300 min.

Finalizado os tempos de interacado, as solucdes foram filtradas e analisadas por HPLC.
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Com a massa, solvente e tempo de interagcdo otimizados, o procedimento
experimental adotado para construcéo da curva de isoterma para o RAMIP @PEG foi
semelhante ao do MMIP.

3.1.5.4.4 Avaliacdo de solvente, dosagem de massa, tempo, isoterma do MMIP

semicovalente.

Os estudos de otimizagdo comecaram com uma avaliagdo preliminar do
solvente para religacé@o da biotina. Para isso, 5,0 mg de polimero foram colocadas em
contato com 4,0 mg L de biotina preparada em diferentes solventes (agua, metanol,
etanol e misturas entre agua e 0s solventes orgéanicos) por 2 horas. Ao fim de tempo
de interagdo, as amostras foram filtradas e analisadas por HPLC.

Para avaliacdo da melhor quantidade de massa para analises com o MMIP
semicovalente, realizou-se um estudo no qual foram pesadas em tubos eppendorf®
diferentes massas de polimero, de 2,0 até 30,0 mg. Essas massas foram colocadas
para interagir com solucéo de biotina 4,0 mg L preparada em metanol. Apds o tempo
de interacéo, o polimero foi separado utilizando-se um iméa de neodimio e a solu¢cdes
filtradas e levadas para analise por HPLC.

Apoés definida a melhor massa de polimero para os estudos, avaliou-se o
melhor tempo de interacdo. 15,0 mg de MIP ficaram interagindo com 2,0 mL de
solucdo 20,0 mg L de biotina preparada em metanol por diferentes tempos; de 30
até 270 min. Finalizado os tempos de interacdo, as solucdes foram filtradas e
analisadas por HPLC.

Com a massa, solvente e tempo de interacdo otimizados, o procedimento
experimental adotado para construgdo da curva de isoterma para o MMIP

semicovalente foi semelhante ao do MMIP.

3.2 Ensaios de fluxo lateral e ELISA

3.2.1 Reagentes e solucbes

3.2.1.1 Ensaios do tipo ELISA
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O kit de substrato para ELISA (tetrametil benzidina — TMB e H20>) foi comprado
na Thermo Scientific® e a biotina-HRP na Fisher Scientific®. Solu¢édo 2,0 mol L de
H>S04 (Sigma-Aldrich®) foi preparada em agua destilada®.

AntiFlu-HRP (fragmentos AntiFluoresceina-Fab) e AntiDig-HRP (fragmentos
Anti-Digoxigenin POD Fab) foram comprados da Roche® Diagnostics S. L. Os
iniciadores (do inglés primers) para a dupla marcacéo da E. coli e Salmonella na PCR
(Polymerase Chain Reaction) foram obtidos da TIB-Molbiol® GmbH (Berlin, Germany),
cujas sequéncias estdo amplamente detalhadas na literatura. (101)

As solucbes tampado utilizadas nas analises de magneto ELISA fora preparadas
em agua destilda. As solugbes foram TRIS 0,1 mol L't a pH 7,4 contendo NacCl
0,15 mol L e 0,05% Tween® 20 (nomeada de solucédo tampédo TRIS) e 0,01 mol L*
Na;HPO4 a pH 7,4 contendo 0,15 mol L NaCl, 0,05% Tween® 20 e 0,5% BSA
(nomeada como solucéao tampao PBST). Todos os reagentes foram comprados na
Sigma-Aldrich®.

3.2.1.2 Ensaios de fluxo lateral e fluxo vertical

Os compartimentos de tira conjugada (conjugate pad) de fibra de vidro e tira de
amostra (sample pad) de fibra de celulose foram compradas da Millipore®. Cartées de
suporte (adhesive backing cards) foram obtidos da Kenosha C.V. (Netherlands),
enquanto as membranas de nitrocelulose e as tiras adsorventes (adsorbent pad)
foram compradas na GE Healthcare Europe.

Nanoparticulas de ouro modificadas com estreptavidina InnovaCoats® GOLD
40 nm (streptAv-AuNP) foram adquiridas da Innova Biosciences® (Cambridge, UK).

Membrana de nitrocelulose foi bloqueada utilizando-se polietileno glicol 400
(PEG 400), polietileno glicol (PEG 4000), caseina e albumina do soro bovino (BSA);
todas fornecidadas pela Sigma-Aldrich®.

A avaliacdo da capacidade de ligacdo do MIP pelas moléculas biotiniladas foi
realizada utilizando-se albumina do soro bovino biotinilada (BSA-biotina), biotina 4-
fluoresceina e o corante fluorescente Atto 665-biotina; todos da Sigma-Aldrich®. Para
as reacdes com biotina-HRP utilizou-se como substrato TMB para membranas da
Sigma-Aldrich®.

Solugdes tampéao foram preparadas em agua destilada: tampé&o TRIS (0 mesmo

como descrito nos ensaios ELISA) e tampéo fosfato 0,01 mol Lt a pH 7,4, contendo
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1,0% (m/v) BSA e 0,05% (v/v) Tween® 20 (nomeado a partir daqui como solugéo
tampéo de corrida).

3.2.2 Instrumentacao

A superficie da nitrocelulose a deposicdo dos polimeros na membrana foi
caracterizada por microscopia eletrbnica de varredura - MEV (EVO-10, Oxford
LINCA). Ambos materiais foram recobertos previamente com carbono.

Biotina-HRP e os amplicons de DNA marcado nos ensaios ELISA foram
guantificados utilizando-se espectrofotometro TECAN Sunrise Infinite M200pro com
software Magellan v 4.0.

Para desaglomerar as particulas de MIP utilizou-se um sonicador de ponta
(SONOPLUS BANDELIN Ultrasonic Homogenizer mini20 com extensao de sonda MS
2.5).

3.2.3 Procedimentos experimentais

3.2.3.1 Sintese do MIP e magneto MIP para biotina

MIP magnético para biotina (MMIP) foi sintetizado como reportado
anteriormente na secédo 3.1.5.1.1. O procedimento experimental para sintese do MIP
convencional foi 0 mesmo como descrito para o MMIP, exceto que as nanoparticulas

magnéticas nao foram adicionadas no meio.

3.2.3.2 Amplificacdo do DNA e dupla marcacéo das fitas

As doencas transmitidas por alimentos sdo geralmente de natureza infecciosa
ou toxica e causadas por bactérias, virus, parasitas ou substancias quimicas que
entram no corpo humano por meio de alimentos contaminados ou pela agua. Os
patégenos transmitidos por alimentos podem causar diarréia grave ou diferentes tipos
de infecgBes. De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), estima-se que
centenas de milhdes de pessoas em todo o mundo sofram de doencas infecciosas e
alimentares; sendo as bactérias Escherichia coli (E. coli) e Salmonella, entre outras, a

principal causa de doencas transmitidas por alimentos e 4gua contaminada. Assim, é
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interessante o desenvolvimento de métodos eficientes e rapidos de deteccdo deste
tipo de bactéria. (102)

A amplificacdo do DNA e o processo de marcagao foram otimizados
previamente no grupo de pesquisa da Prof.? Isabel Pividori. O procedimento
experimental estd detalhado em trabalhos anteriores, (101,103) os quais mostram
excelentes resultados nos ensaios realizados com esse DNA. Portanto, o
procedimento experimental sera discutido brevemente.

A abordagem experimental foi realizada primeiramente pela liberacdo do
genoma bacteriano dos dois patdgenos estudados, Salmonella (S. enterica) e
Escherichia coli (E. coli), seguida pela PCR (Polymerase Chain Reaction) para obter
os amplicons duplamente marcados. Nos amplicons de cada bactéria, uma das
extremidades terminais foi marcada utilizando-se um iniciador (primer) com biotina e
a outra extremidade usando fluoresceina e digoxigenina como marcadores de
codificacéo para os primers para Salmonella e E. coli, respectivamente. Os primers
de marcacao foram selecionados para amplificacdo especifica dos genes yfiR (375
bp) da Salmonella e eaeA (151 bp) da E. coli.

Durante a PCR, foi realizada amplificacdo do genoma das bactérias e os
marcadores de codificacdo foram colocados no final do amplicon (terminagao 5’),
sendo biotina (na sequéncia reversa) para ambas bactérias; fluoresceina (FLU) -
sequéncia direta - para realizar deteccao enzimatica utilizando um anticorpo marcado
com HRP (antiFLU-HRP) para Salmonella e digoxigenina (DIG) - sequéncia direta -
para deteccao enzimatica utilizando antiDIG-HRP para E. coli.

O procedimento experimental descrito acima esta ilustrado e resumido na

Figura 6 a sequir:
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Primers de marcagao Amplicons com dupla marcagéao
biotina (bio)
bio

] digoxigenina (DIG)
E. coli

biotina (bio)

@l":\,\a

fluoresceina (FLU)

FLU

bio

Salmonella

Figura 6 - Representacédo esquematica da amplificacdo por PCR e dupla marcacédo dos genes eaeA
(E. coli) e yfiR (Salmonella) com os marcadores especificos.
Fonte: Adaptado de Ben Aissa et. al.(101)

3.2.3.3 Ensaios ELISA

3.2.3.3.1 Andlise da peroxidase biotinilada (biotina-HRP)

A performance do MMIP no magneto ELISA foi avaliada usando a peroxidase
(horseradish peroxidase - HRP) marcada com biotina, nomeada a partir deste ponto
como biotina-HRP; com otimizacdo da quantidade particulas e concentracdo de
biotina-HRP para os ensaios.

O imunoensaio magnético, cujos passos estao descritos a seguir, foi realizado
em uma placa de 96 pocos e com quantificacdo do analito por espectrofotometria na

regido do visivel:

i) Adicionou-se 100 pL de solugdo de MMIP/MNIP por poco (1,0; 3,0 € 5,5 mg mL*
preparadas em solucao tampao TRIS);
ii) Depois de remover o sobrenadante, os pocos foram lavados uma vez com solucao

tampao TRIS;
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iii) Os polimeros foram incubados com 100 pL de biotina-HRP (intervalo de
concentracédo entre 5,0 até 800,0 ng mL™') preparada em tampéo TRIS durante 30
minutos;

iv) A solugéo de biotina-HRP foi removida e os pogos foram lavados duas vezes com
solucado tampao para remover a biotina-HRP néo ligada ao MMIP;

V) Adicionou-se 100 yL de TMB/H20: (1:1 v/v) por po¢o com incubacéo por 30 min;
vi) A reacéo foi interrompida adicionando-se 100 pL de H2S04 2,0 mol L1, sendo 150
ML desse sobrenadante transferidos para placa de leitura e medida a absorbancia em
450 nm.

3.2.3.3.2 Andlise do DNA bhiotinilado

Os ensaios ELISA foram realizados para avaliar a capacidade de ligacdo do
MMIP pelo DNA biotinilado da E. coli e Salmonella.

A deteccdo dos amplicons duplamente marcados do DNA foi realizada de
acordo com os passos exibidos pela Figura 7: (a) incubacdo do MMIP com DNA
duplamente marcado e o respectivo anticorpo (antiDIG-HRP) para o marcador
especifico (digoxigenina - DIG) do amplicon; (b) lavagem com solucédo tampéao para
remover 0 excesso de reagentes e (c) leitura Optica da solugédo de substrato com
TMB/H20: por espectrofotometria no visivel.

Na Figura 7 a reacdo é exemplificada para E. coli, sendo esse 0 mesmo
procedimento para deteccdo da Salmonella. A Unica diferenca € que a Salmonella foi
marcada com fluoresceina (FLU) ao invés de digoxigenina (DIG), sendo utilizado o

anticorpo antiFLU-HRP para deteccdo enzimatica.
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Figura 7 - Procedimento esquematico para imunoensaio magnético baseado em magneto MIP para
deteccdo do amplicon duplamente marcado: (a) interagcdo entre 0 MMIP e DNA, (b) limpeza para
remover o excesso de reagentes e (c) leitura 6ptica e quantificacdo da reagcdo usando TMB/H20:.

Fonte: Adaptado de Ben Aissa et. al. (104)
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Descrevendo em detalhes, o procedimento adotado foi:

i) Adicionou-se 100 L de solugdo de MMIP/MNIP (5,5 mg mL* em solugdo tampéo
TRIS) por po¢o;

ii) Depois de remover o sobrenadante, os pocos foram lavados uma vez com solucao
tampéo TRIS;

iii) Os polimeros foram incubados com 100 yL do amplicon duplamente marcado
(intervalo de concentracdo entre 0,74 até 294,6 ng mL para Samonella e 0,52 até
206,8 ng mL* para E. coli) preparado em solucdo tampdo TRIS e 50 uL de anticorpo
(1,35 pg de antiFLU-HRP para Samonella e antiDIG-HRP para E. coli) durante 1 hora;
iv) O sobrenadante foi removido e os pogos foram lavados com solucdo tampéao TRIS
duas vezes;

v) Adicionou-se 100 uL de TMB/H20: (1:1 v/v) por poco com incubacédo durante 30
min na auséncia de luz;

vi) A reacéo foi interrompida com a adicédo de 100 uL de H2SO4 2,0 mol L e a leitura

oOptica foi realizada medindo-se a absorbancia em 450 nm.
Apés cada passo de incubacdo ou lavagem, a placa de 96 pocos foi
posicionada sob uma placa contendo imas para realizar a separa¢cdo magnética, até

a deposicao do MMIP no fundo da placa, seguido da separacao do sobrenadante.

3.2.3.4 Ensaios de fluxo lateral e fluxo vertical

Os procedimentos experimentais foram conduzidos exatamente da mesma
maneira para ambos os sistemas, fluxo vertical e lateral. Para simplificar, seguem

detalhados os procedimentos para andlise de fluxo lateral.

3.2.3.4.1 Experimentos preliminares

Foram realizados experimentos preliminares para verificar o fluxo de solucao e
a deposicao de MMIP nas tiras de fluxo lateral.

A analise de fluxo de MMIP na membrana de nitrocelulose foi realizada da
seguinte forma: solugdo contendo 5 yL de MMIP (5,5 mg mL* em tampdo TRIS) e
40 uL de tampao PBST (10 mmol L't a pH 7,4, contendo 1% (m/v) de BSA e 0,5% de
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Tween 20®) — nomeado como solugdo tampéo de corrida - foi adicionado na sample
pad. Adicionou-se lentamente 150 pyL de tampédo de corrida e observou-se o
comportamento de MMIP na tira.

Para avaliar o efeito do solvente na deposicdo de MMIP na membrana de
nitrocelulose, preparou-se solucdes de MIP (5,5 mg mL?) em: metanol, etanol,
acetonitrila, 1-propanol, tolueno e solugéo tampao TRIS. 10 yL destas solugdes foram
pipetadas na membrana de nitrocelulose em um formato de linha e ap6s a secagem
dos solventes, foram adicionados 150 puL de tampao de corrida e as particulas
depositadas na tira foram observadas.

O efeito de um agente de reticulagcédo na imobilizacdo do MMIP na nitrocelulose
foi analisado. Preparou-se uma solucédo de 0,5% (v/v) de glutaraldeido em solucéo
tampéao TRIS e o procedimento foi 0 mesmo descrito acima para diferentes solventes.

A imobilizacdo do MIP convencional (sem ndcleo magnético) também foi
avaliada. Portanto, foram analisadas diferentes quantidades de MIP (0,010; 0,025 e
0,050 mg por linha), volume de suspensao de polimero (5 yL e 10 pyL) e modo de

adicdo (manualmente ou usando uma micropipeta).

3.2.3.4.2 Reacdao com BSA biotinilada e nanoparticulas de ouro de estreptavidina

Para verificar a presenca de polimero na membrana de nitrocelulose, bem
como sua eficiéncia, realizou-se uma reacao colorimétrica; de acordo com o seguinte

procedimento:

i) Deposicéo de 0,025 mg e 0,050 mg de MIP nas membranas de nitrocelulose;

i) Adicionou-se 5 pL solucdo de nanoparticulas de estreptavidina-ouro (streptAv-
AuNP) e 40 pL de acido bérico (10 mmol L' com sacarose 10%) na tira conjugada, a
gual foi seca a temperatura ambiente durante 2 horas;

i) 15 pL de solugéo de biotina-BSA a 3,0% foram misturados com 100 pL de solucéo
tampéao de corrida e esta solucao foi adicionada na tira de amostra. 150 uL de tampé&o
de corrida foram adicionados gradualmente;

iv) As tiras foram secas a temperatura ambiente e a cor do sistema foi avaliada.
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3.2.3.4.3 Reacdo com biotina-HRP e TMB

A deteccao de biotina-HRP foi realizada de acordo com o procedimento abaixo
(esquema de acordo com a Figura 8):

i) Diferentes quantidades de MIP foram depositadas na nitrocelulose, sendo a mesma
seca por 30 min;

ii) Adicionou-se uma mistura contendo 15 uL de biotina-HRP (500 ng mL?) e 100 uL
de solucao tampéao TRIS na tira de amostra,;

iii) Foram adicionados 100 uL de solucdo tampé&o TRIS trés vezes para eluir a biotina
por meio da membrana de nitrocelulose;

iv) O sistema foi deixado secando durante 30 min;

v) TMB foi adicionado trés vezes (5 yL cada uma) e a cor do sistema foi avaliada.

MIP line

Figura 8 - Esquema de detec¢éo da biotina-HRP no sistema de fluxo lateral: (a) amostra contendo
analito é adicionada na tira de amostra, e, com solucdo tampé&o TRIS, o analito flui pela membrana
até (b) reconhecimento especifico da biotina na linha de teste contendo MIP para biotina, cuja reacao
entre TMB, H202 e HRP, (c) proporciona o aparecimento de coloragéo azul na linha (os excessos de
analito e solucdo tampdo fluem até a tira adsorvente).

Fonte: autor do trabalho.
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3.2.3.4.4 Reacdo com DNA amplificado e duplamente marcado de E. coli e Salmonella

O principio da reacado para os amplicons do DNA no sistema de fluxo lateral foi
0 mesmo aplicado em ELISA: uma marcagao na terminagdo 5 com biotina (para o
reconhecimento especifico pelo MIP) e na outra terminagdo com digoxigenina ou
fluoresceina (para a leitura otica pela reacdo enzimética usando antiDIG-HRP e
antiFLU-HRP) para E. coli e Salmonella respectivamente; como exibido anteriormente
nas Figura 6 e Figura 7.

Portanto, apds a imobilizacdo do MIP na membrana, primeiramente, fez-se fluir
pela membrana solucdo dos amplicons nas concentracdes de de 0,82 ng pL* de E.
coli e 1,2 ng pL?! para Salmonella. Em seguida, adicionou-se 13,5 yg mL?! dos
respectivos anticorpos, antiDIG-HRP e antiFLU-HRP. Assim, apoés a elui¢cdo (usando
solucéo tampéao TRIS), a leitura visual foi realizada usando a solu¢édo TMB.

3.2.3.4.5 Reacao com hiotina 4-fluoresceina e Atto 655-bhiotina

Os corantes biotinilados, biotina-4-fluoresceina e Atto 655-biotina foram
preparados em solugdo tampédo TRIS (1 mg mL™?) e a reagéo de detccéo foi realizada

exatamente como descrito para biotina-HRP (item 3.2.3.4.3 e Figura 8).

3.2.3.4.6 Ensaio de seletividade

Para avaliar a seletividade das reacoes realizadas nos ensaios de fluxo vertical
e lateral, além da capacidade de reconhecimento do MIP pela biotina, MIP preparados
para outros analitos (horménio e corante, preparado pelo grupo de pesquisa da Prof.2
Pilar Sotomayor) foram analisados na reacdo com biotina-HRP.

Portanto, 0,05 mg de MIP para biotina, MIP para valerato de estradiol e MIP
para verde de metila foram depositados na membrana de nitrocelulose e reagiram, de

acordo com o procedimento experimental 3.2.3.4.3, com biotina-HRP (500 ng mL™%).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos serdo discutidos em trés grandes tépicos separados de
acordo com os materiais sintetizados (RAMIP e MMIP semicovalente) e a aplicagéo
nos sistemas de fluxo lateral (LF) e ELISA. Os subtépicos estdo dispostos conforme

os resultados obtidos de caracterizacdes, estudos de otimizacdo e aplicacéo.
4.1 MMIP com acesso restrito (RAMIP)
4.1.1 Sinteses

As reacoes de sintese do RAMIP, RAMIP@BSA e RAMIP@PEG consistiram
em reacdes de modificacdo na superficie do MIP magnético.

A sintese do RAMIP foi realizada adicionando-se os comondmeros pro-
hidrofilicos na sintese do MMIP, com o intuito de deixar a superficie do MMIP polar
(grupos hidroxila livres), como mostra a Figura 9; a qual exemplifica a reacdo com os
grupos do HEMA. Como a mistura dos comondémeros é adicionada em tempos
diferentes depois que a sintese do polimero se iniciou, ocorre ligacdo entre o grupo
vinil com a cadeia polimérica em formacdo e, uma vez que o HEMA e GDMA
apresentam grupos hidroxila livres, por repulsédo com a cadeia polimérica hidrofébica,
esses grupos polares ficam orientados para fora do polimero, apresentando-se livres

na superficie.

0 (o]

OH
O/\/
O/\/OH + Magneto MIP —
NN A AL

Superficie do Magneto MIP

Figura 9 - Imobilizacdo do HEMA na superficie do MMIP.
Fonte: autor do trabalho.

Como mostra a Tabela 3 foi otimizada a propor¢cdo dos comonbémeros
utilizados. A proporcdo 1 EGDMA: 1 HEMA: 0,01 GDMA apresentou melhores
resultados no ensaio de religacdo com biotina (resultado ndo exibido) e ndo houve

diferenca significativa ao avaliar as trés sinteses na capacidade de exclusdo de
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proteinas. Portanto, a propor¢do mencionada anteriormente foi escolhida para os
experimentos de modificagdo com BSA e PEG.

O procedimento experimental adotado para imobilizacdo da BSA (item
3.3.3.1.3) teve como principio deixar a proteina interagindo por 1 hora com 0s grupos
polares do RAMIP, estabilizando-a na superficie do polimero. Apos esse tempo o
glutaraldeido foi adicionado para fixar a proteina no polimero. O glutaraldeido 25%,
devido a sua alta reatividade e concentracdo, forma uma cadeia polimérica entre si e
por cima da proteina, fixando-a na superficie do polimero. Além disso, a proteina BSA
tem um grande nimero de grupos amino livres, 0 que permite a reacdo espontanea
com o aldeido, formando uma ligacdo C=N (imina). Por fim, o borohidreto de sédio foi
adicionado como um agente redutor fraco, para terminar a reacao do glutaraldeido.
Mais além, o borohidreto reduz a imina (instavel) para uma amina, permitindo que a
proteina fique ligada com estabilidade na cadeia polimérica.

O PEG foi imobilizado a partir de uma reacao de esterificacdo com a hidroxila
presente na superficie do RAMIP. A Figura 10 exemplifica as etapas (ndo
balanceadas) das reacfes de recobrimento do RAMIP, tal como descritas no
procedimento experimental: primeiro ocorre a ativacao do diacido carboxilico do PEG
formando derivado clorado, ocorrendo posteriormente a reacéo nucleofilica do grupo
hidroxila (do HEMA na superficie do MMIP) com o derivado clorado do PEG.
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o OH + S > o} Cl
n CI/ \CI n
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o] Cl
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Superficie do Magneto MIP

0 o] O
\)\0/\/0\’.(\{0/\%0\)]\0/\/0’(]/
J\AJ\MMHJ\MJ\J\I(\)MHI\MANW
Superficie do Magneto MIP

Figura 10 - Etapas da reagdo de recobrimento da superficie do RAMIP com PEG.
Fonte: autor do trabalho.
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As Figura 11 e Figura 12 a seguir detalham todos os mecanismos propostos

envolvidos.
Clﬂ)/ﬂ \,
A Ny
R g + Cl/S\C| — R\+< A +/_+\ :
VA N\
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Figura 11 - Mecanismo de formacéo do derivado clorado do PEG.
Fonte: autor do trabalho.
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Figura 12 - Mecanismo da reacéo de esterificacdo entre grupo hidroxila do RAMIP e o derivado
clorado do PEG.
Fonte: autor do trabalho.

4.1.2 Caracterizacao

A caracterizacdo dos materiais sera discutida por subtépicos de acordo com
cada técnica utilizada. Para facilitar a comparacéo entre as sinteses e os diferentes
materiais (RAMIP, RAMIP@BSA e RAMIP@PEG) os resultados serdo discutidos em
conjunto dentro de cada tipo de caracterizacao.

Uma vez que as sinteses de nanoparticulas e do MMIP para biotina ja foram
otimizadas, (97) os estudos iniciais foram focados na sintese do RAMIP. O MMIP foi

utilizado como padréo de comparacéo para todas as modificacdes realizadas.
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4.1.2.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Como mostra a Tabela 2 o primeiro estudo foi baseado no tempo de insergao
dos comondmeros HEMA e GDMA. Para confirmar a presenca dos grupos hidroxila
na superficie do polimero, foram realizadas medidas de FTIR de todas as sinteses.

Para comparacado e acompanhamento das sinteses, foram realizadas andlises
de todos os reagentes envolvidos na sintese do RAMIP, como exibido da Figura 13
até a Figura 17.

As bandas atribuidas provém basicamente de vibracdes de estiramento (ou
deformacéo axial), representada por v; ou por vibracdes de dobramento (deformacéao
angular), representada por 8. As atribuicbes encontram-se tabeladas e detalhadas a
seguir de cada espectro de infravermelho (IV), o qual contém a estrutura do reagente.

Para grande parte das amostras ha presenca em 2350 cm™* de uma banda
pouco intensa referente ao dioxido de carbono (estiramento assimétrico), a qual ndo

interfere nas analises uma vez que poucos grupos funcionais absorvem nessa regiao.
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Figura 13 - Espectro vibracional da biotina na regido do IV.
Fonte: autor do trabalho.



65

Tabela 5 - Bandas do espectro de 1V da biotina com as respectivas atribuicdes

Principais 2980- 1320-
bandas 3360 3200 2820 1680 1633 1460
1 1250
(cm™)
v C=0 com
Atribuicdes V"a;}H v N-H VSC;H sobreposicdo & CH, v C-O
P de 5 N-H

Fonte: autor do trabalho.

A biotina apresenta as bandas finas caracteristicas de amida e &cido
carboxilico, respectivamente, em 3360 cm* e 3200 cm™. Ap6s a limpeza do polimero
impresso no sistema soxhlet (como descrito no procedimento experimental 3.1.5.1.1),
o MMIP ndo apresentou as bandas respectivas e caracteristicas da biotina (dados nao
exibidos), indicando que a molécula molde foi removida eficientemente.

O mondémero funcional mais adequado utilizado para a sintese do MMIP, ou
seja, aquele que vai interagir com os grupos funcionais do analito a fim de formar a
cavidade seletiva, foi o acido acrilico.

Como exibido pela Figura 14, as principais bandas sado de estiramento O-H
larga que ocorre entre 3100 e 2800 cm™ se sobrepondo as absorcdes C-H. A absorgédo

mais forte do espectro corresponde a carbonila em 1700 cm™.

100 +
90; (\
0 ﬂ
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Figura 14 - Espectro vibracional do &cido acrilico na regiéo do IV.
Fonte: autor do trabalho.
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Tabela 6 - Bandas do espectro de |V do acido acrilico com suas respectivas atribuicdes

Principais
bandas 3350-2520 1700 1620 1450 1200 925
(cm™)
Atribuicdes v O-H v C=0 v C=C 0 CH: v C-O 6 OH

Fonte: autor do trabalho.

O mondmero estrutural EGDMA, aquele que forma a estrutura reticulada do
polimero, conforme observado na Figura 15, expde todas as bandas de éster que sao
as mais intensas (1715 e 1290 cm™) e C-H sp? e sp? de estiramento e dobramento;
além dos dobramentos angulares referentes as ligacdes duplas em 1460 cm™.

Uma vez que o EGDMA forma a estrutura polimérica, sendo o reagente
utilizado em maior quantidade, tanto o MMIP quanto MNIP, apos devidamente limpos,

apresentam apenas as bandas referentes ao EGDMA (dados n&o exibidos).
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Figura 15 - Espectro vibracional do EGDMA na regido do IV.
Fonte: autor do trabalho.

Tabela 7 - Bandas do espectro de IV do EGDMA com as respectivas atribuicdes

Principais 2960-
1715 1640 1460 1320 1290 1145 1010 940 810
bandas (cm™) 2932

Y, Y, o) v C-O 0 =C-H fora do
C=0 C=C =CH; plano

Fonte: autor do trabalho.

Atribuicéo v C-H sp?

A Figura 16 mostra o mecanismo de reacao entre iniciador radicalar AIBN e o

EGDMA. A primeira etapa de iniciagao consiste na formacéo de estrutura radicalar a
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partir da quebra da estrutura do AIBN, favorecida por aquecimento ou luz UV. A etapa
seguinte consiste na iniciacdo da formacao da cadeia polimérica pelo ataque radicalar
do AIBN no EGDMA. Por conseguinte, ha as etapas de propagacao, onde a cadeia

polimérica vai se expandindo até a terminacdo, quando ha finalizacdo dos radicais
presentes.

Iniciacéo
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0 o 0/\/0#
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(e}
Figura 16 - Mecanismo de polimerizacdo radicalar (etapas de iniciacdo e propagacédo) do EGDMA
utilizando AIBN como iniciador.
Fonte: adaptado de SELLERGREN e HALL. (105)

Os comondmeros hidrofilicos HEMA e GDMA apresentam estrutura quimica
semelhante e, como mostra a Figura 17 e Tabela 8, as bandas de ambos séo
similares. O HEMA apresenta maior intensidade no estiramento O-H em comparacao
com o GDMA, uma vez que esse consiste em uma mistura de isbmeros, apresentando
grupos ésteres em conjunto com grupos hidroxila.

Assim, com o intuito de propiciar a maior quantidade de grupos hidroxila na

superficie do RAMIP, utilizou-se uma mistura dos comonémeros.
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Figura 17 - Espectros dos comondmeros GDMA e HEMA na regido do IV.
Fonte: autor do trabalho.

Tabela 8 - Bandas do espectro de IV para o HEMA e GDMA com as respectivas atribui¢cdes

Principais
3600- 2955- 1325-
bandss 3100 2835 1713 1634 1455 1282 1155 932 808
(cm™)
G v C-H _ _ o d =C-H (fora
Atribuicdes v O-H sp? vC=0 vC=C —CH, vC-O do plano)

Fonte: autor do trabalho.

A Tabela 2 especifica a otimizacdo do tempo de insercdo do HEMA e GDMA
para sintese do RAMIP, sendo denominadas sinteses de 1 a 5. A verificacdo da
presenca dos regentes foi monitorada pela presenca de grupos hidroxila no MMIP

(Figura 18).



69

100 -
s 90
S
c
o
‘E 80
(%]
C
o
|_
s 04 —RAMIP2
—— RAMIP 3
—— RAMIP 4
604 ——RAMIPS
—— MMIP
50

T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Namero de onda (cm™)

Figura 18 - Espectro na regido do IV para os diferentes RAMIP sintetizados de acordo com condi¢des
especificadas na Tabela 2.
Fonte: autor do trabalho.

O RAMIP 1 néo é mostrado porque a sintese ndo ocorreu. O polimero nao foi
formado, possivelmente porque os comondmeros foram adicionados ao mesmo tempo
gue todos o0s outros reagentes. Assim, como o mecanismo de polimerizacdo é
radicalar e ndo diferencia ligacdes duplas, houve formacédo de radicais do EGDMA,
HEMA e GDMA, os quais ligaram entre si de maneira desordenada, ndo permitindo a
construcéo da cadeia polimérica, como mostra o mecanismo da Figura 16.

No entanto, ndo se observou bandas definidas da hidroxila nos RAMIP de 2 até
5, como uma auséncia de definicdo no espectro na regido de 3500 cm™ até 3000
cmt; ndo sendo possivel determinar qual modificacédo foi bem-sucedida.

Possivelmente a lavagem dos polimeros no sistema soxhlet proporcionou
condicbes para que os grupos hidroxila dos comondmeros que estivessem
imobilizados na superficie polimérica fossem hidrolisados.

O meio utilizado para limpeza do polimero, metanol com &cido acético glacial
em alta temperatura (aproximadamente 70 °C) favorece reacfes tanto no grupo
hidroxila quanto na carbonila, conforme os mecanismos propostos nas figuras a
seqguir.

Como mostra a Figura 19, na presenca de um acido forte, o metanol age como
uma base, se tornando protonado. Como hidroxilas sdo grupos nucledfilos, eles

podem reagir com alcoois protonados. Assim, o grupo hidroxila do HEMA atua como
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nucledfilo sobre o metanol protonado, ocorrendo reacdo Sn2 e gerando como produto
final um éter.

. 0
CHy—QH + N o

= ) N
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Figura 19 - Mecanismo de rea¢do Sn2 no grupo hidroxila do comonémero HEMA.
Fonte: autor do trabalho.

A Figura 20 exibe o mecanismo de hidrélise do grupo éster. As condi¢des de
limpeza proporcionaram um meio no qual o acido acético funcionou como um
catalisador protonando a carbonila e o metanol realizou um ataque nucleofilico. Apés

rearranjo e remocao de prétons, tem-se como produtos finais o éster e o etilenoglicol.
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Figura 20 - Mecanismo de hidrélise acida da carbonila do comonémero HEMA.
Fonte: autor do trabalho.

Com o intuito de corrigir esse problema, novos polimeros foram sintetizados
nas mesmas condi¢cdes de 1 a 5 descritas anteriormente e lavados com os solventes
a frio. Utilizando acido acético apenas na primeira solucdo de limpeza e em menor
proporcao, os polimeros foram lavados com metanol e agua sob agitacdo mecanica
na auséncia de aguecimento, sendo trocados os solventes a cada hora.

As novas sinteses foram caracterizadas novamente por IV, como mostra a
Figura 17. O RAMIP 1 mais uma vez nao foi formado. As sinteses de 2 a 5 mostram
a presenca do estiramento OH, o qual vai diminuindo de intensidade conforme o tempo
de insercdo do reagente foi aumentando. Tal fato ocorreu uma vez que conforme o
tempo de insercéo foi aumentando, a cadeia polimérica ja estava mais formada ou em
formacéo, o que diminui a quantidade de HEMA e GDMA que poderiam ficar ligados
na superficie.

Além disso, a baixa intensidade do sinal (se comparada com o espectro dos
comondémeros livres) pode ser explicada porque a quantidade de grupos hidroxila
imobilizadas na superficie ndo é grande e, como a analise foi realizada no soélido, a

medida ficou limitada pelo limite de detec¢do do equipamento.
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Figura 21 - Espectros na regido do 1V para os RAMIP lavados com solvente a frio.
Fonte: autor do trabalho.

Uma vez que a sintese 2 apresentou maior intensidade no sinal de hidroxila,
esse RAMIP foi o escolhido para realizar as modificacdes posteriores com BSA e PEG.

A Figura 22 exibe uma comparagcdo entre os espectros de BSA, MMIP e
RAMIP@BSA. Nao é possivel observar diferenca significativa entre MMIP ou
RAMIP@BSA para afirmar que houve deposicédo da BSA sob a superficie do polimero,
possivelmente porque o glutaraldeido recobre a BSA. N&o ocorre o
surgimento/desaparecimento de nenhuma banda referente a BSA. Assim sendo, a

confirmacao do recobrimento com BSA foi realizada por outras técnicas.
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Figura 22 - Espectros na regido do IV para comparagéo entre MMIP, BSA e RAMIP@BSA.
Fonte: autor do trabalho.

Pela Figura 23 também né&o é possivel afirmar que houve recobrimento com
PEG. Embora ocorra um ligeiro aumento da intensidade da banda em 2950 cm™* de
carbono sp® e 1140 cm de estiramento C-O, a mudanca € muito sutil e ndo ha mais
nenhuma banda ou mudanca que mostre a diferenca entre o MMIP e RAMIP@PEG.

A confirmacao da reacédo também foi realizada por outras técnicas.
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Figura 23 - Espectros na regido do IV para comparacéo entre MMIP, PEG e RAMIP@PEG.
Fonte: autor do trabalho.
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4.1.2.2 Microscopia eletronica de varredura com emissao de campo (MEV-FEG)

Todos os polimeros sintetizados foram levados para analise de MEV-FEG com
o0 intuito de observar sua morfologia, distribuicdo e caracteristicas superficiais

Pela Figura 24 pode-se observar que as particulas obtidas no magneto MIP (a)
e magneto RAMIP (b) tem um formato esférico e uniforme, sendo que a adi¢cdo dos
comondmeros no RAMIP nao alterou as caracteristicas superficiais do MMIP. Em (c)
e (d) é possivel verificar que a BSA foi imobilizada com sucesso sob a superficie do
RAMIP, uma vez que, com o aumento da porcentagem de BSA utilizada, a area
recoberta com a proteina € maior. No entanto, o recobrimento apresentou-se como
um problema nos estudos futuros de religacéo da biotina uma vez que, como mostra
o MEV, a BSA encobriu totalmente as particulas poliméricas, impedindo que a biotina

se religasse ao MMIP com sucesso.

I lpum  IQ-UNESP 11/30/2015 lpm  IQ-UNESP 11/30/2015
X 25,000 2.00kV SEI GB_LOW WD 7.8mm 3:26:41 X 2 GB_LOW WD 7.8mm 3:35:21

)

lum  IQ-UNESP 11/30/2015 ipm  IQ-UNESP 11/30/2015
X 25,000 2.00kV SEI GB_LOW WD 7.5mm 3:38:57 X 25,000 2.00kV SEI @B_LOW WD 7.6mm 3:43:54

Figura 24- Imagens de MEV-FEG com ampliacdo de 25 000 x do MMIP (a), magneto RAMIP (b),
magneto RAMIP@BSA 1% (c) e magneto RAMIP@BSA 2% (d).
Fonte: autor do trabalho.
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A Figura 25 exibe as imagens de MEV-FEG para o RAMIP@PEG. E possivel
observar que as particulas obtidas no magneto MIP (a) e magneto RAMIP (b) tem um
formato esférico e uniforme, além de estarem ligeiramente aglomeradas. Em (c), (d) e
(e), ndo é possivel verificar diferenca na superficie ou morfologia das particulas de
polimero apds a modificacdo com diferentes propor¢des de PEG (respectivamente

sinteses 1,2 e 4; de acordo com a Tabela 4).

I lpm IQ-UNESP 11/30/2015 ————— 1pm IQ-UNESP
X 25,000 2.00kv SEI GB_LOW WD 7.8mm 3:26:41 X 25,000 2.00kV SEI SEN WD

1pm  IQ-UNESE 2/15/2 [ —— ipm  IQ-UNESP
SEM WD 7.7mm  4:44:58 X 25,000 2.00kV SEI SEM WD 7.7

ipm  IQ-UNESP 2/1

2.00kV SEI SEM WD 7. 6mm 6

Figura 25 - Imagens de MEV-FEG com ampliacéo de 25 000 x do MMIP (a), RAMIP (b),
RAMIP@PEG 0,125 (c), RAMIP@PEG 0,25 (d) RAMIP@PEG 0,5 (e).
Fonte: autor do trabalho.
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4.1.2.3 Magnetometria de amostra vibrante (VSM)

As propriedades magnéticas das nanoparticulas de Fe3O4 sao definidas pelo
tamanho, area superficial e estrutura cristalina. Para tanto, a magnetometria € um
método utilizado a fim de determinar o magnetismo de um material quando submetido
a aplicacdo de um campo magnético.

Baseando-se na resposta a presenca de um campo magnético externo, existem
trés principais classificacdes para os materiais: diamagnéticos, paramagnéticos e
ferromagnéticos (nessa Ultima classificacdo ha subclasses antiferromagnéticas e
ferrimagnéticas). As nanoparticulas dos materiais ferromagnéticos e ferrimagnéticos
apresentam caracteristicas superparamagnéticas. (106)

Uma vez que as nanoparticulas utilizadas nesse trabalho sdo de magnetita,
esperou-se um comportamento superparamagnético dos materiais (as
nanoparticulas, devido seu tamanho, possuem um dominio Unico — ou seja, uma unica
orientacdo magnética; apresentando assim superparamagnetismo). (107)

Portanto, todas as sinteses foram caracterizadas com o proposito de verificar
se ha conservacéo das propriedades magnéticas apos as diversas modificacdes. Para
analise dos resultados, as curvas obtidas experimentalmente foram comparadas com
as reportadas pela literatura, como a exibida pela Figura 26.

A Figura 26 mostra curvas de magnetizacao de materiais (M), quando se aplica

um campo magnético (H) externo.

) (n) (m) (1 (1) (1)

(A) Diamagnetic Material

(B) Paramagnetic Material

o m (1) (1) ()
M
< < » &5 & H
H=0 H
(C) Ferromagnetic Material (D) Superparamagnetic Material

Figura 26 - llustracdo do momento magnético (M) de diferentes tipos de materiais sob aplicacédo de
um campo magnético (H).
Fonte: SODIPO et al. (106)
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No caso dos materiais ferromagnéticos, o material € colocado sob aplicagéo de
um campo até atingir uma magnetizacao de saturacdo (Ms); gerada pelo alinhamento
maximo dos momentos magnéticos do material. Com a diminuicdo do campo, a
magnetizacdo diminui para o valor de magnetizacdo remanescente (Mgr). O campo
necessario para remover a magnetizacdo de um material depois de ser submetido ao
campo magnético externo € chamado de campo coercitivo (-Hc) que vai aumentando
continuamente até atingir um valor oposto ao da magnetizacdo de saturacao,
completando o ciclo que representa a histerese do material. Ao variar a orientacéo do
campo aplicado é removida a magnetizagdo do material. Para 0s materiais
superparamagnéticos, devido aos monodominios, apresenta-se uma curva de
histerese de alta magnetizacédo de saturacao e zero de remanéncia. (106)

Pela Figura 27 € possivel observar que para o MMIP e as modificacdes com
BSA nédo é observada histerese, nem magnetizacdo remanescente e nem de
coercitividade (o ponto meio dos graficos esta em zero), como esperado para

materiais superparamagneéticos.
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Figura 27 - Curvas de histerese magnética para o MMIP, RAMIP e as modifica¢cdes com diferentes
proporcgdes de BSA.
Fonte: autor do trabalho.

No entanto, € possivel visualizar uma queda nos valores de magnetizacédo de
saturacdo. Para o MMIP ha um valor de aproximadamente 65,0 emu g, enquanto
gue para o RAMIP esse valor cai para 20,0 emu g. Isso pode ser explicado pela

adicdo de mais reagentes que modificam a estrutura polimérica. J& com a adi¢do da
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BSA, independente da porcentagem imobilizada, como h& um recobrimento total da
superficie do MMIP, o valor de magnetizacdo situa-se ao redor de 6,0 emu g
Experimentalmente observou-se que apés a adicdo da BSA, a aplicagdo do campo
magnético com ima de neodimio foi muito menos eficiente na separacao do polimero
da solugdo; uma vez que a grande quantidade de material recobrindo as
nanoparticulas diminuiram sua resposta magnética (comparando com o MMIP, esse
valor cai ao redor de dez vezes).

Para o RAMIP@PEG o estudo de magnetizacédo € apresentado na Figura 28.
Do mesmo modo como para a BSA, ocorre diminuigdo no valor de magnetizacao do
MMIP conforme véo sendo realizadas as modificacdes. Também avaliou-se a
influéncia da quantidade de PEG (em equivalentes com o polimero, de acordo com a
Tabela 4) no comportamento magnético do material.
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Figura 28 - Curvas de histerese magnética para o MMIP, RAMIP e as modifica¢cdes com diferentes
proporc¢des de PEG.

Fonte: autor do trabalho.

Para o RAMIP@PEG contendo 0,50 e 1,0 equivalentes de PEG, tém-se
magnetizacédo ao redor de 10,0 emu g*. Para 0,25 equivalentes o valor é de 5,0 emu
g?, o qual estad fora do padrdo se comparar com as outras propor¢cées. O valor
esperado também seria ao redor de 10,0 emu g, uma vez que é a menor proporgao
utilizada. Possivelmente ocorreu algum erro experimental durante o processo de

sintese.
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Ademais, é interessante observar que, ao utilizar excesso de PEG (2,0
equivalentes), o polimero perde totalmente sua magnetizacdo (valor encontrado ao
redor de 0,1 emu g?); uma vez que o excesso de PEG recobre toda a superficie do
RAMIP. Experimentalmente observou-se que o campo mangético do iméa de neodimio
ndo atraiu as particulas da referida sintese. Portanto, a quantidade de PEG utilizada
para modificar o RAMIP se mostrou um fator necessério de otimizacdo, a qual foi

realizada por meio de outros experimentos.

4.1.2.4 Termogravimetria

Com o intuito de verificar a estabilidade térmica dos polimeros e a presenca
dos modificantes na sua superficie, realizaram-se analises termogravimétricas (TG) e
de calorimetria diferencial exploratoria (DSC).

Como mostra a Figura 29 todos os materiais apresentam perda de agua
adsorvida na sua estrutura ao redor de 100 °C. A BSA apresenta estabilidade térmica
até a temperatura 210 °C, ap0s a qual ha inicio do processo de decomposi¢cao, com
perda de massa de 100%. O magneto MIP apresentou maior estabilidade (sem perda
de massa significativa) do que o magneto RAMIP@BSA, cujas temperaturas de inicio

de decomposicao séo, respectivamente, 350 °C e 295 °C.
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Figura 29 - Curvas TG para a BSA utilizada como modificador e os polimeros sintetizados.
Fonte: autor do trabalho.
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Avaliando o perfil das curvas é possivel verificar a presenca de interacao da
BSA com o polimero, uma vez que essa interacdo altera as propriedades
termogravimétricas. A BSA apresenta duas quedas de massa significativas (entre 200
e 600 °C), sendo que as mesmas nao sdo observadas quando a proteina esta em
contato com o polimero. Mais ainda, a diferenca no perfil da perda de massa entre o
MMIP e o RAMIP@BSA indica a presenca da proteina na superficie; uma vez que a
BSA é um composto organico e que, ao ser decomposto, se comporta de modo
diferente do MMIP, um material contendo diferentes componentes.

Ademais é possivel concluir que a BSA estava imobilizada no magneto RAMIP
uma vez que esse teve uma perda de massa maior do que o magneto MIP, cujos
valores sdo respectivamente 77,1% e 72,4%. Assim, a proteina ao se decompor
totalmente, deixa 0 magneto RAMIP com massa menor no final do processo e, pela
diferenca de massa do residuo do RAMIP e do RAMIP@BSA, € possivel concluir que
foi imobilizada aproximadamente 4% de BSA na superficie do polimero.

Na Figura 30 pela DSC da BSA é possivel observar que a partir de 300 °C
ocorrem Varios processos exotérmicos, 0s quais possivelmente sdo provenientes da
desnaturacdo e decomposicao da proteina, a qual perde sua estrutura. O magneto
MIP apresenta apenas um processo exotérmico em 385 °C e o magneto RAMIP@BSA
apresenta dois processos exotérmicos, entre 370 °C e 450 °C, possivelmente devido

a interacao que ocorreu entre o polimero e a proteina imobilizada em sua superficie.
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Figura 30 - Curvas de analise termogravimétrica e caloria diferencial exploratéria para BSA (a),

magneto MIP (b) magneto RAMIP@BSA (c).
Fonte: autor do trabalho.



82

Como mostra a Figura 31, os materiais apresentam perda de dgua adsorvida
na sua estrutura até 100 °C. O PEG apresenta estabilidade térmica até a temperatura
de 175 °C, apéds a qual h& inicio do processo de decomposi¢cao, com perda de massa
de 100%. O magneto RAMIP apresentou maior estabilidade (sem perda de massa
significativa) do que o magneto RAMIP@PEG, cujas temperaturas de inicio de

decomposicéo sao, respectivamente, 310 °C e 255 °C.
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Figura 31 - Curvas de TG para PEG utilizado como modificador e os polimeros sintetizados.
Fonte: autor do trabalho.

Ademais é possivel concluir que o PEG estava imobilizado no magneto RAMIP
uma vez que o MIP@PEG apresentou perda de massa maior do que o magneto
RAMIP, cujos valores sdo respectivamente 74,1%, 78,2% e 84,2%, restando com
residuo possivelmente os 6xidos de ferro resultantes da decomposicdo da magnetita
(os polimeros e agentes modificantes sdo componentes organicos totalmente
decompostos no processo ho intervalo de temperatura avaliado).

Além do mais, a perda de massa do RAMIP@PEG é proporcional a quantidade
de PEG imobilizada. Com o aumento da proporcéo de PEG imobilizada ha maior perda
de massa; e, ao comparar com o RAMIP, e, uma vez que o PEG se decomp®e
totalmente, é possivel concluir que a massa decomposta é referente ao PEG. Assim,
pela diferenca de massa dos residuos (comparando MMIP e os RAMIP@PEQG), é
possivel concluir que foi imobilizado de 1,8% de PEG (para proporcéo 1 polimero: 0,25
PEG) até 12,4% de PEG (para propor¢ao de 1 polimero: 2 PEG).
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4.1.2.5 Ressonancia magnética nuclear (RMN) de H e *C para sdlidos

A anélise de RMN dos polimeros sdlidos foi realizada com o intuito de verificar
se a BSA e o PEG foram imobilizados com sucesso na superficie do RAMIP, sendo
possivel acompanhar as mudancas no ambiente quimico (tanto de 'H quanto *C)
devido a presenca dos agentes modificantes. Para atribuicdo dos sinais, levou-se em
conta a estrutura dos polimeros e modificantes; as quais sdo conhecidas. No entanto,
por serem espectros de segunda ordem, tornou-se inviavel realizar a integracdo ou
calculo da constante de acoplamento.

O RAMIP apresenta sinais de baixa intensidade com deslocamentos quimicos
tipicos de hidrocarbonetos, todos em campo alto (Figura 32). Em 0,16 ppm observa-
se o sinal de menor deslocamento quimico; o qual pode ser atribuido para as hidroxilas
dos comondmeros pro-hidrofilicos, utilizados na mesma propor¢do do mondémero
estrutural. Em 0,96 ppm ha sinal dos hidrogénios correspondentes ao grupo metila. O
sinal de 1,37 ppm é atribuido aos grupos metileno.

Ainda no RAMIP é possivel analisar os sinais de menor intensidade, referentes
aos hidrogénios dos ésteres (grupo funcional presente que se repete por toda unidade
polimérica). Em 2,1 ppm observa-se o sinal referente aos hidrogénios a, os quais sao
desblindados pelo efeito anisotropico da carbonila. E de 3,5 a 4,4 ppm observa-se um
sinal largo e sem definicdo, corresponde aos hidrogénios do carbono ligado ao
oxigénio por ligacdo simples. Eles apresentam desblindagem decorrente do efeito de

eletronegatividade.
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Figura 32 - Espectros de RMN de sélido *H do RAMIP, RAMIP@BSA e RAMIP@PEG (400 MHz).
Fonte: autor do trabalho.

No espectro de H correspondente ao RAMIP@BSA observa-se um Unico e
intenso sinal em 4,2 ppm, possivelmente pertencente aos hidrogénios do grupo amina;
o0 qual €& predominante na BSA devido aos aminoacidos que a compde. Em
comparacdo com o RAMIP, os sinais da cadeia polimérica desapareceram porque,
como observado nas imagens de MEV, a BSA recobre totalmente o polimero e, por
estar presente em excesso, apresenta um sinal intenso.

Para o RAMIP@PEG € observado um sinal intenso que se desdobra, formando
um falso duplo dubleto com efeito telhado, o que indica que h& acoplamento entre os
prétons envolvidos no sinal — em campo alto do RAMIP e campo baixo do PEG.
Analisando o espectro seria esperado sinal de hidrogénio da metila, um duplo duplo
dubleto (correspondente a [O-CH2-CHz]n) e, no entanto, os sinais se misturam
formando de um falso duplo dubleto; sendo um espectro de segunda ordem. O
desdobramento e o efeito telhado podem ser atribuidos a simetria da molécula de PEG
e devido ao ambiente quimico diferente dos mesmos em contato com a superficie do
polimero.

O espectro de *C (Figura 33) ndo fornece tantas informacdes porque a
estrutura basica dos polimeros é basicamente a mesma: cadeias repetidas de ésteres
e unidades de hidrocarbonetos. Assim, de 13 até 30 ppm ha um sinal largo

correspondente as ligagcdes CH2 e CHiz. Em 45,2 ppm observa-se um sinal mais fino
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e intenso correspondente a ligagdo C-O. Por fim, em 177,4 ppm visualiza-se o sinal
correspondente a carbonila (C=0); sendo o carbono mais desblindado devido ao efeito
de anisotrépico.

RAMIP@PEG

_ N M

RAMIP@BSA

RAMIP

190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 8 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

Figura 33 - Espectros de RMN de 13C dos sdlidos RAMIP, RAMIP@BSA e RAMIP@PEG (400 MHz).
Fonte: autor do trabalho.

Ainda na regido da carbonila, para o espectro do RAMIP@PEG, € interessante
observar o aparecimento de um sinal em 171,2 ppm; sendo possivel atribuir este sinal
a reacao de esterificacdo com PEG. Como a reacdo é feita na superficie utilizando
grupos funcionais diferentes (mais a cadeia linear do PEG), as ligacdes de ésteres
formadas estdo nhum ambiente quimico diferente da carbonila da estrutura principal do
polimero (que provém do EGDMA); sendo assim, possivel diferenciar a carbonila do
PEG da carbonila do EGDMA.

4.1.2.6 Espectroscopia de fotoelétrons de raios X (XPS)

A técnica de Espectroscopia de Fotoelétrons de raios X (XPS) foi realizada para
analisar a composicao quimica superficial dos diferentes polimeros sintetizados.

Na técnica de XPS, fétons de raios X, ao incidirem na amostra interagem com
os elétrons do material. Ao ganhar energia os elétrons atingem a superficie da amostra

abandonando-a. Assim, a técnica mede a distribuicdo de energia de ligagdo dos
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elétrons emitidos, sendo essa calculada pela diferenca entre a energia do féton
primario e a energia cinética do fotoelétron.

Dos espectros de XPS obtidos (Figura 34), pelos valores de energia de ligacéao
e porcentagem atdmica (Tabela 9), mostram diferencas na quantidade de carbono e
oxigénio (permitindo distinguir MMIP, RAMIP e RAMIP@PEG) e a presenga de

nitrogénio e enxofre (confirmando o recobrimento com BSA).
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Figura 34 - Espectros de XPS para os diferentes polimeros sintetizados.
Fonte: autor do trabalho.

o4

Tabela 9 - Energia de ligacdo (E.L) e porcentagem atdmica (% At.) obtidas pelos espectros de XPS
dos componentes presentes nos diferentes materiais

Cls O 1s N 1s S2p Si 2p
Material E.L % E.L E.L % E.L % E.L
e At V) PAY vy AL ev) AL (ev) AT
MMIP 2850 74,7 532,7 245 i i 100,7 0,80
RAMIP 2853 71,2 5323 286 i i 1035 0,25
RAMIP@BSA 2851 71,1 531,8 21,5 3995 650 1651 040 103.6 0,60
RAMIP@PEG 2850 70,2 532,3 29,7 i i 102,7 0,07

Fonte: autor do trabalho.
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A energia dos fotoelétrons € influenciada pela densidade eletrénica do atomo;
sendo 0s percentuais relativos a composicdo elementar e energias das ligacbes
apresentadas obtidos diretamente a partir das areas das curvas.

As bandas mais intensas, em torno de 285,0 eV, séo tipicas do atomo de
carbono; as que se localizam em torno de 400,0 eV se referem ao 4tomo de nitrogénio;
e as demais, em torno de 530,0 eV, sdo bandas relacionadas aos grupos oxigenados.
(108), (109).

E possivel concluir, resumidamente, a partir dos dados da Tabela 9, que:

o Ocorreu imobilizacédo dos grupos hidroxila na superficie do RAMIP, uma
vez que, comparando este polimero ao MMIP, aumentou-se a porcentagem de
oxigénio presente e houve aumento na energia de ligagao do carbono;

o A presenca dos elementos N e S comprovam a presenca da proteina
BSA na superficie do RAMIP. Esses elementos provém dos aminoacidos e residuos
de aminoacidos que compbe a estrutura proteica — A BSA € composta por
aminoacidos como Lisina (residuo amino), Metionina e Cisteina (residuo de S), dentre
diversos outros. (110)

o O Na* é um metal que esta presente na estrutura terciaria da BSA, assim
como outros metais. (111) O indice KLL, como visto também para o elemento O em
978,6 eV é referente ao elétron removido do atomo pelo preenchimento do estado 1s
(camada K) por um elétron da camada L, juntamente com a remoc¢ao de um elétron
da camada L.

o As reacdes de polimerizacdo sobre as nanoparticulas modificadas sao
efetivas e apresentam grande homogeneidade, uma vez que a porcentagem de Si
presente (componente principal da modificacdo da nanoparticula com TEOS) é de no
maximo 0,8%.

A deconvolucédo das bandas da Figura 34 (C 1s, O 1s, N 1s e S 2p) apresentou
o tipo de ligacéo e grupo funcional (exibindo assim os tipos de compostos organicos
presentes)

Pela Figura 35 € possivel observar que a deconvolucdo de N 1s mostra as
ligacBes do nitrogénio com carbono (N-C) e com o hidrogénio (CN-H); confirmando a
presenca dos grupos aminos da proteina. Na deconvolucdo de S 2p é possivel

visualizar a ligacdo entre enxofre e carbono (S-C) em dois estados de spins diferentes.
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Figura 35 - Espectros de fotoelétrons para N 1s e S 2p da proteina BSA.
Fonte: autor do trabalho.

Para o RAMIP@PEG, a presenca do modificador foi monitorada pela
intensidade porcentagem das ligacdes C-O presentes no polimero; provenientes da
reacao de imobilizacdo do PEG que foi realizada por meio de uma esterificacédo entre
a hidroxila do RAMIP e o PEG &acido ativado (Figura 10), formando um éster. Portanto,
foi monitorada a quantidade das hidroxilas e das ligacdes de éster, comparando-se
RAMIP e RAMIP@PEG.

Assim sendo, foi realizada a deconvolucédo de O 1s e C 1s para RAMIP@PEG
(Figura 31) e RAMIP (graficos semelhantes ao do polimero modificado com PEG e,

portanto, os dados n&o sao exibidos aqui).
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Figura 36 - Espectros de fotoelétrons para O 1s e C 1s do RAMIP@PEG.
Fonte: autor do trabalho.

Pelo célculo da area dos picos de interesse, temos que a porcentagem de
ligacdo éster (O-C=0) aumentou de 16,2% no RAMIP para 17,6 % no RAMIP@PEG,;
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enquanto que a porcentagem de hidroxila diminuiu de 25,14 % no RAMIP para
24,1 % no RAMIP@PEG. Mais ainda, houve aumento da ligacdo O-C de 42,0% do
RAMIP para 45,9% no RAMIP@PEG.

Portanto, € possivel concluir que a reacdo de imobilizacéo e recobrimento do
PEG sobre a superficie do RAMIP foi realizada com sucesso.

4.1.2.7 Adsorcéao e dessorcao de nitrogénio com ajuste pelo método BET

Das principais diferengas entre MIP e NIP estdo os poros que consistem na
cavidade seletiva para o analito no MIP. Para medir a porisdade emprega-se a técnica
de adsorcéo e dessorcao de nitrogénio, sendo o método de BET (Brunauer, Emmettt
e Teller) usualmente utilizado para os polimeros impressos a fim de verificar a
formacéo e tamanho dos poros dos polimeros (o que permite diferenciar MIP e NIP)
pela medida de area superficial, uma vez que um tamanho de superficie maior é
diretamente proporcional a quantidade de cavidades formadas.

Como os resultados de andlise de BET para diferenciar MMIP e MNIP para
biotina e verificar a eficiéncia da sintese dos mesmos ja foram otimizados previamente
(97), o foco da analise de BET foi determinar se as modificacfes realizadas na
superficie do MMIP ocasionaram alguma interferéncia na superficie ou cavidades do
MMIP. Assim, a sintese foi otimizada avaliando-se também o impacto da proporcao
dos agentes modificantes (BSA de 1 a 3% e PEG de 0,25 até 2,0 para 1,0 de RAMIP)
em contato com o MMIP.

Pela Tabela 10 observa-se que a aplicacdo da BSA na superficie do MIP néo
se apresentou efetivo como esperado. A area superficial do RAMIP vai diminuindo
conforme ha um incremento na concentracdo de BSA depositada, o que indica que as
cavidades seletivas ficam menos expostas. Este fato também é comprovado pela
drastica diminuicdo no volume dos poros que ocorre com 0 aumento da porcentagem
de BSA; e, quando comparados ao MMIP, ocorre um decréscimo de até quatro vezes
na quantidade de poros. Esse resultado é corroborado pelas imagens de MEV (Figura
24), que mostra que a BSA recobre toda superficie do polimero, diminuindo a

disponibilidade dos poros e, consequentemente, das cavidades seletivas.
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Tabela 10 - Resultados da porosidade obtidos pelas isotermas de BET para as amostras de MMIP e
suas modificagBes com diferentes concentracdes BSA

‘ Volume
. Areg_ médio dos
Material Superficial /
m? gt p0r305_1/
cm°g
MMIP 62,2 0,0832
RAMIP 20,2 0,0611
RAMIP@BSA 1% 15,1 0,0668
RAMIP@BSA 2% 11,8 0,0325
RAMIP@BSA 3% 8,6 0,0298

Fonte: autor do trabalho.

A Tabela 11 apresenta os resultados de BET para o RAMIP@PEG, os quais se
apresentaram altamente satisfatérios. Ocorreu um aumento da &rea superficial devido
a formacdo de uma nova camada polimérica ao redor do RAMIP e, no entanto, 0
volume médio dos poros se manteve basicamente constante: 0,10 cm? g? para o
RAMIP com média de 0,129 + 0,004 cm?® g'* para o RAMIP@PEG. Esse resultado é
relevante uma vez que independente da proporcdo de PEG utilizado o polimero é
recoberto com o modificador (como mostram as outras técnicas de caracterizacao) e

ao mesmo tempo mantém as cavidades seletivas expostas para ligacdo com a biotina.

Tabela 11 - Resultados da porosidade obtidos pelas isotermas de BET para as amostras de MMIP e
suas modificacdes com diferentes concentracdes de PEG

Area Volume
Material Superficial / | Medio dos
m2 gt poros /
cm3 gt
RAMIP 20,0 0,100
RAMIP@PEG
1,0: 0,25 42,0 0,131
RA?E%EEG 6.8 0,124
RAI\l/”g@zszG 39,0 0,132

Fonte: autor do trabalho.

4.1.3 Otimizacao das condi¢cdes cromatograficas para analise da biotina

Apés devidamente caracterizadas, todas as sinteses tiveram seu desempenho
avaliado frente a capacidade de religagdo com a biotina, cuja quantificacdo foi

monitorada por HPLC. Para tanto, o método de andlise foi desenvolvido.
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Baseando-se em métodos reportados na literatura, foram analisadas diferentes
condicdes de composicdo da fase movel (solucdo tampédo fosfato, MeOH, ACN,
NaH2POy4, etc.), como descrito no procedimento experimental (item 3.3.3.2).

ApoOs variagdo das condicdes experimentais com os diversos eluentes
(resultados nao exibidos), a Figura 37 exibe o cromatograma para a melhor condi¢cao
de separacdo e quantificacdo obtida. A fase mével foi composta por solu¢cdo aguosa
contendo 0,1% de HsPO4 com acetonitrila (ACN) na proporgéo 80:20 (v/v), a uma
vazéo de 1,0 mL mint no modo isocratico; deteccao utilizando comprimento de onda
de 210 nm e volume de injecdo de amostra de 10 pL.

No cromatograma (Figura 37) € possivel observar que o analito apresenta um
pico com alta intensidade de sinal, simétrico (sem calda) e tempo de retencao de 6,0
min. Além disso, apresentou um bom fator de retencéo (k = 1,6); quando comparado
com o ideal: um valor entre 1 e 5 — para que o0 analito ndo elua com o volume morto
(k = 1) ou com altos tempos de retencao (acima de 5).

Curvas analiticas foram construidas para cada analise realizada. A Figura 38
exemplifica uma curva que apresenta linearidade; com R? = 0,9998, na faixa de

concentracdes de biotina de 5,0 mg L a 100,0 mg L.
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15000
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0 ~ _J

Tempo (minutos)

Figura 37 - Cromatograma HPLC/UV para 50,0 mg L de biotina solubilizada em metanol; com tempo
de retenc@o em 6,0 min.
Fonte: autor do trabalho.
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Figura 38 - Curva analitica obtida por HPLC com método otimizado para analise de biotina (em
intervalo de concentracdo de 5,0 até 100,0 mg L) solubilizada em metanol.
Fonte: autor do trabalho.

Para a analise de moléculas como biocitina e tetraciclina nos estudos de
seletividade também foi otimizado o meétodo cromatografico para quantificacédo

(resultados nao exibidos).
4.1.4 Avaliacdo da capacidade de excluséo proteica

Uma vez que os materiais foram amplamente caracterizados e as modificacdes
foram confirmadas, avaliou-se a performance do MMIP, RAMIP, RAMIP@BSA e
RAMIP@PEG na excluséo proteica.

Os polimeros foram colocados em contato com diferentes concentracdes de
BSA preparada em solucao tampéao fosfato a pH = 6,0. ApGs separacdo magnética,
as solucdes foram levadas para analise. Os resultados de porcentagem de exclusao

proteica para os polimeros sédo apresentados nas tabelas 12 e 13 a seguir.
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Tabela 12 - Porcentagem de proteina retida (em relagdo a concentragéo padrédo adicionada
inicialmente) para o MMIP e diferentes RAMIP@BSA

Concentragéo Quantidade de proteina retida (%)
padréo de MMIP RAMIP@BSA RAMIP@BSA RAMIP@BSA
BSA (%) 0,5% 1,0% 2,0%
0,1 10,4 -13,8 -4,8 23,1
0,5 6,9 18,4 13,1 15,9
1,0 11,7 21,0 14,6 16,8

Fonte: autor do trabalho.

Pela Tabela 12 é possivel observar que a modificacdo com BSA nao foi bem-
sucedida; uma vez que, ao comparar-se os valores de retencéo proteica entre MMIP
e RAMIP@BSA, este Ultimo apresentou valores muito maiores (independente da %
de BSA utilizada para recobrir o MMIP). Isso pode ser explicado porque no pH
trabalhado a BSA apresenta cargas (uma vez que seu pl = 4,7) e, portanto, ocorre
interacdo das proteinas em solucédo com a proteina que recobrem o polimero.

Alguns valores negativos obtidos podem ser explicados por falhas na medida,
como turbidez da solucéo (se néo for agitada de modo homogéneo, a BSA torna-se
turva); ou a proteina em contato com o polimero, sob agitacao forte, pode remover a
camada polimérica da nanoparticulas por atrito mecanico, fazendo com que 0 excesso
de material que fica no meio proporcione uma absorbancia maior do que os padroes;
gerando valores negativos na porcentagem de retencao.

Como o recobrimento do MMIP com a BSA nao € homogéneo, os valores
observados na Tabela 12 ndo apresentam um padrdo. Dessa forma, a BSA néo se
apresentou como uma boa candidata para modificar o MMIP visando a obtencéo de

um material com acesso restrito.

Tabela 13 - Porcentagem de proteina retida (em relagdo a concentracdo padréo adicionada
inicialmente) pelos diferentes RAMIP@PEG

Quantidade de proteina retida (%)

Concentragao padrao - - - - - -
Sintese Sintese Sintese Sintese Sintese Sintese

de BSA (%)

1 2 3 4 5 6
0,1 1,4 0,61 2,5 3,2 0,50 3,9
0,5 6,7 2,8 2,5 0 4,4 5,7
1,0 22,2 16,3 7,0 14,9 14,8 15,2

Fonte: autor do trabalho.

A Tabela 13 apresenta os resultados de excluséo proteica para as diferentes
sinteses do RAMIP@PEG. Devido as diferentes quantidades de PEG recobrindo o
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MMIP, os resultados obtidos apresentaram variacdes. O resultado mais promissor
obtido foi para a sintese 2, na qual é utilizada a proporgédo equivalente a 1 RAMIP:
0,25 PEG; a segunda menor de todas.

O experimento foi repetido para a sintese 2 e a faixa de exclusao proteica ficou
entre 97,8 + 2,2 e 96,0 £ 1,8 % de proteinas excluidas; respectivamente, para as
concentragdes de 0,1 e 0,5% de solucao padrao de BSA.

No caso da maior concentracdo de BSA padrao, 1,0%, para todas as sinteses
(MMIP, RAMIP@BSA e RAMIP@PEG) os polimeros apresentaram alto valor de
retencdo. Uma possivel explicacdo é a saturacao de proteinas em solucdo, sendo
1,0% uma concentracdo elevada para experimentos utilizando proteinas.

Os valores para os polimeros controle (resultados nédo apresentados) - MNIP,
RANIP@PEG e RANIP@BSA - foram semelhantes aos das tabelas acima, uma vez
gue a superficie modificada deles é a mesma que dos polimeros impressos. Como a
diferenca entre eles € a cavidade seletiva, para esse experimento, ndo ha

necessidade de comparacao entre polimero impresso e nao impresso.
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4.1.5 Avaliacéo da eficiéncia dos polimeros com acesso restrito
4.1.5.1 RAMIP@BSA

Como tanto os resultados de caracterizacado quanto exclusao proteica nao foram
promissores para 0 RAMIP@BSA, ao invés deste ser otimizado (exigindo tempo e
gasto de reagentes), foi realizado apenas um teste preliminar para verificar a
capacidade de ligacao deste polimero pela biotina.

O RAMIP@BSA foi finalmente descartado para uso mostrando-se ineficaz ap6s
0s ensaios de ligagéo, tanto com biotina quanto com outras moléculas. Como mostra
a Figura 39 a seguir, quando comparado com o MMIP, conforme aumenta a % de BSA
imobilizada, ocorre aumento da quantidade de biotina retida por g de polimero — valor
representado por Q, o qual poder calculado a partir da seguinte relacao:

Q (Ci - Ce) xV
B m

Onde C; € a concentracao inicial do analito, Ce a concentracdo remanescente

no equilibrio, V € o volume de solucdo adicionada e m representa a quantidade (em

gramas) de material adsorvente (MMIP).
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Figura 39 - Isotermas de ligacdo da biotina (em intervalo de concentracdo de 5 até 100 mg L
solubilizada em metanol) em contanto com 10,0 mg dos diferentes polimeros.
Fonte: autor do trabalho.
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Como mostraram as caracterizacdes, a proteina encobre a superficie do MMIP
(MEV) e veda as cavidades seletivas (diminuicdo do volume de poros; analise de
BET). Assim, era esperado que a ligag&o de biotina no RAMIP@BSA fosse baixa. No
entanto, a quantidade de massa de biotina ligada por grama de aumentam com 0
aumento da quantidade de BSA imobilizada.

Avaliando as estruturas quimicas das moléculas e o pH utilizado (6,0) é
possivel concluir que ocorre interacdo inespecifica entre a biotina e BSA. Embora
ambas moléculas estejam com carga global negativa (pH > pKa da biotina e pH >
plsoelétrico da BSA), a proteina possui grande quantidade de residuos de
aminoacidos livres e com diferentes cargas (devido a variada composicdo dos
mesmos). Havendo a possibilidade de interagcdo entre analito e proteina tanto por
interacdo idnica quanto por ligacdes de hidrogénio.

Portanto, ficou comprovado que ocorre ligacdo inespecifica entre biotina e
RAMIP@BSA, o que ocasiona a perda de seletividade do polimero impresso. Foram
construidas isotermas (Figura 40) que mostram a ligac&o inespecifica entre a biocitina;
para a qual muda totalmente o comportamento da isoterma e, para a tetraciclina, ndo
houve retencéo significativa nos polimeros. Para a biocitina os resultados obtidos
foram semelhantes a isoterma com biotina: com o aumento da % de BSA presente,

houve aumento da quantidade de analito ligada ao polimero.
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Figura 40 - Estudos de ligacéo para (a) biocitina e (b) tetraciclina solubilizadas em MeOH, com faixa
de concentragéo de 5,0 até 50,0 mg L, em contato com 10,0 mg dos diferentes polimeros (t = 2 h).
Fonte: autor do trabalho.
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4.1.5.2 RAMIP@PEG

Com o intuito de maximizar a retencdo da biotina a0 RAMIP@PEG foram
otimizadas diferentes condi¢des de reag&o; como tempo de interagcdo para atingir o
equilibrio, solvente de ligacdo e massa de adsorvente. Em todas as etapas as
guantificacdes foram realizadas por HPLC.

O primeiro estudo realizado foi a natureza do solvente no qual a biotina deve
ser solubilizada para interagir com o polimero, sendo que o meio no qual o analito esta
solvatado interfere diretamente na ligagdo do mesmo com o polimero. Como mostra
a Figura 41, foram avaliadas solugbes aquosas, organicas e misturas em diferentes

proporcdes entre elas.

Q(mgg™)

Solventes

Figura 41 - Otimizacg&o do tipo de solvente contendo 20,0 mg L de biotina para interagdo com o
RAMIP@PEG (10,0 mg).
Fonte: autor do trabalho.

Dos diversos tipos de solucao avaliadas MeOH foi a qual apresentou melhores
resultados, com um Q de aproximadamente 5,7 mg de biotina retida por grama de
polimero; sendo o solvente adotado para os posteriores estudos. E interessante
observar que o valor cai quando adicionada agua (90:10 v/v) e diminui mais ainda com
aumento da quantidade de agua na mistura (50:50 v/v).

Para as solugdes aquosas a H>O destilada mostra o segundo maior valor de

retencdo, sendo que este diminui ao ajustar o pH; possivelmente por interferéncia do
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HCI e NaOH utilizados para adequar o pH para valor acido e outro basico. Etanol,
ACN e todas as misturas apresentaram valores negativos. Uma possivel explicacdo
gue a biotina ao invés de se ligar ao MIP tem preferéncia por permanecer solvatada.
Tal fenbmeno possivelmente ocorre pela mudanga nas constantes dielétricas e
capacidade de solvatacdo dos solventes ao serem misturados.

O segundo procedimento estudado foi a dosagem da massa de polimero para
reconhecimento da biotina, com variacdo de massa de 5 até 75,0 mg e concentracao
de biotina fixa em 50,0 mg L!; cujo resultado é apresentado na Figura 42.

—0— RAMIP@PEG

6 4
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Massa de polimero (g)

Figura 42 - Dosagem de massa do adsorvente RAMIP@PEG (em intervalo analisado de 5,0 até 75,0
mg) em contanto com biotina (50,0 mg L solubilizada em MeOH).

Fonte: autor do trabalho.

O estudo de massa mostrou que a porcentagem de retencdo da biotina
permaneceu em uma faixa sem grandes variacoes (de 18 a 24% de retencédo) com o
aumento significativo de massa. Portanto, para as analises que se seguiram optou-se
por trabalhar com a concentracdao de massa de polimero fixa em 5,0 mg.

O terceiro experimento realizado foi avaliar o melhor tempo de interagédo entre
0 analito e o polimero, ou seja, o tempo de equilibrio; no qual ocorre adsorcao da

maior quantidade de biotina no polimero (Figura 43).
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Figura 43 - Otimizacédo do tempo de equilibrio entre RAMIP@PEG e biotina, avaliando um intervalo
entre 10 min e 300 min, sendo fixada a massa de RAMIP@PEG em 5,0 mg e concentracdo de biotina
de 50,0 mg L em MeOH.

Fonte: autor do trabalho.

Pela otimizacdo do tempo de equilibrio a maior retencéo de biotina aconteceu
entre os tempos de 90 e 180 min. Apds 180 min ocorre dessor¢cao da biotina, com
uma diminuicdo muito grande do valor de Q. Como no intervalo entre 90 e 180 min a
variacao de Q nao foi consideravel (menor do que uma unidade), o tempo de 90 min
foi escolhido como o melhor para as analises, ja que apresenta maior valor de Q e

ainda nao esta préximo de ocorrer a dessorcéao como em 180 min.

4.1.5.2.1 Isoterma de adsorcdo para o RAMIP@PEG

A isoterma de adsorcdo representa a quantidade de determinado soluto
adsorvido por uma superficie adsorvente. Esse ensaio de afinidade exprime Q (sendo
a quantidade em massa de analito retido por massa de adsorvente) em funcdo da
concentracdo do soluto. (112)

Para a construcdo da curva de isoterma de adsorcdo colocou-se em contato a
solucéo contendo o componente a ser adsorvido em diferentes concentracdes iniciais
(de 5,0 até 100,0 mg L'') e em temperatura ambiente até o equilibrio (tempo de 90
min) com o adsorvente (5,0 mg dos polimeros modificados com PEG); determinando-

se assim a quantidade de material adsorvido; como exibido na Figura 44
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Figura 44 - Isoterma de adsorgdo para biotina (de 5,0 até 100,0 mg L em MeOH) em contato com os
polimeros (10,0 mg) com tempo de interacédo de 90 minutos.
Fonte: autor do trabalho.

A Figura 44 exibe a isoterma de adsorcdo obtida com todas as condi¢des
experimentais otimizadas. Embora o ponto de 50,0 mg L' ndo apresentou o padrédo
de crescimento como ocorreu anteriormente com as outras concentracdes no
RAMIP@PEG, a isoterma apresenta-se com o perfil desejado: no polimero impresso
h& aumento da quantidade de biotina adsorvida com o aumento da concentracdo. Ao
comparar com o polimero néo-impresso (que apresenta menores valores de Q) é
possivel ver que a biotina esta adsorvendo na cavidade seletiva, a qual continua
disponivel apds a modificacdo com PEG.

E possivel concluir que a concentracéo ideal para analise do RAMIP@PEG
pela biotina é 30,0 mg L%, uma vez que no intervalo de concentracGes é o que
apresenta maior valor de Q e maior diferenciacdo entre o os polimeros impresso e

nao-impresso.
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4.2 MMIP semicovalente

4.2.1 Sintese e caracterizacao do complexo-analito monémero

O conceito da sintese do MIP semicovalente envolve, basicamente, realizar
uma ligacdo covalente entre o analito e o mondmero funcional, sendo que essa
molécula gerada é o template para a sintese. Apos o0 processo de sintese (com
impressao molecular covalente) e remocao do template - por uma reacéo de clivagem
guimica, como uma hidrdlise, por exemplo - o polimero, ao ser submetido para os
ensaios de ligagdo com analito, € colocado em condi¢cdes onde o processo de
reconhecimento entre os sitios funcionais do material e o analito é realizado por meio
de uma ligacdo ndo covalente. Dessa juncao da aplicacdo dos dois tipos de ligacéo
guimica surgiu o MIP semicovalente, que une as vantagens de ambas as técnicas de
ligacao.

Assim, incialmente foi realizada a sintese da biotina alil éster, obtida segundo
procedimento detalhado no item 3.1.5.1.5 e segundo esquema da Figura 5, para a
gual foi realizada uma reacao de esterificacdo a biotina e o alcool alilico (mondmero
funcional).

A reacao foi acompanhada avaliando o produto formado por RMN de 1H (Figura
45 e Figura 46) e FTIR (Figura 47).

Comparando as estruturas da biotina e da biotina alil éster e analisando os
espectros de RMN da biotina alil éster € possivel observar que a maior parte dos sinais
estao iguais a da biotina (Figura 46). A maior diferenca esta no surgimento dos sinais
em 5,89 (d) e 5,44 ppm (d), 5,94-5,87 ppm (m), 5,3 ppm (d) e 5,2 ppm (d).

Em 5,2 e 53 ppm ha os dubletos corresponde ao acoplamento entre os
hidrogénios vinilicos terminais. No intervalo de 5,87 até 5,94 ppm € possivel observar
um multipleto relacionado ao hidrogénio metino do carbono alilico, cuja multiplicidade
ocorre devido ao acoplamento com todos os hidrogénios vizinhos (tanto com os
hidrogénios metilenicos quanto os hidrogénios vinilicos terminais), cuja sobreposicao
dos sinais gera o multipleto. Em 5,44 ppm e 5,89 ppm observa-se um dubleto
altamente separado correspondente aos hidrogénios metilénicos. Essa separacao
ocorre porque porque esses hidrogénios do grupo CH: sao diastereotépicos e
possuem desblindagem ocasionada pelo efeito anisotrépico dos cones gerados tanto

pela carbonila quanto pela ligagc&o dupla terminal.
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Ademais é possivel observar que o sinal do hidrogénio correspondente ao acido

carboxilico da biotina (em 12,0 ppm na Figura 45) ndo € mais observado no espectro

da biotina alil éster, indicando que a reacao de esterificacdo ocorreu efetivamente.
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Figura 45 - Espectro de RMN *H para a biotina (DMSO-ds, 300 MHz).
Fonte: autor do trabalho.
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Figura 46 - Espectro de RMN *H para biotina alil éster (CHCls-d, 600 MHZz).

Fonte: autor do trabalho.

Avaliando os espectros de IV (Figura 47) e pelas tabelas com atribuicdo das

bandas (Tabela 14 e Tabela 15) também € possivel caracterizar a sintese realizada.
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Figura 47 - Espectro na regido do infravermelho para biotina e biotina alil éster.

Fonte: autor do trabalho.
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Tabela 14 - Atribuicdo das bandas com maior intensidade do espectro de IV da biotina
Principais

bandas 3360 3200 2980- 1680 1633 1460 1320-
. 2820 1250
(cm™)
v C=0 com
Atribuicdes VI.O'H vN-H VY C'3H sobreposicéo de dCH, vC-O
ivre sp 5 N-H

Fonte: autor do trabalho.

Tabela 15 - Atribuicdo das bandas com maior intensidade do espectro de IV da biotina alil éster
Principais

bandas 3235 3115 2980 1725 1690 1650 1633 1320 985 920
1 2820 1250
(cm™)
v C- \Y O vinil
Atribuicbes b H v C3H c=o0 Y C. © 0 N-H 9 vC-O forado
H 5 sp . amida CH:
sp éster plano

Fonte: autor do trabalho.

Ao modificar a biotina, o estiramento OH correspondente ao &cido
carboxilico (3360 cm™) ndo é mais observado, somente observa-se o estiramento NH
do grupo amida. Em 3115 cm™ é observada uma banda de pequena intensidade,
caracteristica de estiramento de carbono sp?; o que indica a presenca do grupo alilico
inserido na terminacdo da molécula.

Com a modificacdo do grupo acido carboxilico para éster, a regiao
correspondente aos estiramentos de carbonila tornou-se mais definida e, em 985 e
920 cm! ha bandas de dobramento caracteristicas do grupo vinila.

Portanto, apos a sintese bem-sucedida do complexo analito-monémero, o
MMIP semicovalente foi sintetizado, limpo (por uma reacdo de clivagem quimica em
metanol e NaOH) e submetido aos ensaios para avaliar sua performance no

reconhecimento da biotina.

4.2.2 Ensaios de otimizacdo do MMIP semicovalente: avaliagcdo do solvente,

dosagem de massa e tempo de interacdo

Foram realizadas sinteses com diferentes propor¢cdes (em mmol) de analito
(mantida constante) e monémero estrutural: 1-10, 1-20 e 1-40. A sintese contendo a
proporcdo lanalito:10mondémero néo foi formada, tanto para MMIP quanto MNIP.

Assim, as sinteses 1-20 e 1-40 foram submetidas aos ensaios de otimizagao.
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Com o intuito de maximizar a retencao da biotina ao MMIP semicovalente foram
otimizadas diferentes condi¢bes de reacdo; como tempo de interagcdo para atingir o
equilibrio, solvente de ligacdo e massa de adsorvente. Em todas as etapas as
guantificagcdes foram realizadas por HPLC.

O primeiro estudo realizado foi o tipo de solucao (solvente) no qual a biotina
deve ser solubilizada para interagir com o polimero, sendo que o meio no qual o analito
esta solvatado interfere diretamente na ligacdo do mesmo com o polimero. A biotina
foi solubilziada em metanol, etanol, agua e diferentes propor¢cdes entre esses
solventes. Dos diversos tipos de solugdo avaliadas MeOH foi quem apresentou
melhores resultados na ligacdo (todos os resultados neste ensaio para ambos
polimeros avaliados ndo serdo exibidos), sendo o solvente adotado para o0s
posteriores estudos.

O segundo procedimento estudado foi a dosagem da massa de polimero para
reconhecimento da biotina, com variacdo de massa de 2 até 30,0 mg; cujos resultados

séo apresentados na Figura 48.
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Figura 48 - Resultados para otimiza¢&do da dosagem de massa de MMIP (intervalo de 2,0 até
30,0 mg) apds interacdo por 2 horas com biotina (20,0 mg L) preparada em metanol para as duas
sinteses avaliadas: (a) propor¢éo 1:20 (analito:monémero) e (b) proporcao 1:40 (analito:mondmero).
Fonte: autor do trabalho.

Pelo ensaio de massas observou-se que, independente da sintese realizada,
os polimeros ndo apresentaram diferenca na porcentagem de retencéo pela biotina
com o aumento da massa. Uma possibilidade foi a dos sitios ja estarem saturados

para a concentracéo de biotina trabalhada (20,0 mg L1). Assim, o estudo de massas
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foi repetido utilizando-se outras concentracdes de biotina e, ndo entanto, os resultados
(n&o exibidos) nao foram diferentes dos exibidos pela Figura 48 acima.

Entdo, o ensaio de massas foi novamente repetido variando-se o tempo de
interacdo e até mesmo com outros solventes (resultados nao exibidos). No caso da
sintese com propor¢cdo 1 analito :40 mondémero, os resultados apresentados foram
inferiores ao obtido inicialmente. Assim, 0S ensaios com essa propor¢cdo foram
interrompidos e, para questdes praticas de verificacdo da eficiéncia do método, os
ensaios foram continuados apenas com a sintese 1 analito : 20 monémero.

Assim, 0 ensaio seguinte realizado foi a otimizagc&o do tempo de interagao entre
polimero e analito. Para isso, fixou-se uma massa de MMIP de 15,0 mg, baseada no
estudo anterior (onde houve uma ligeira diferenca entre MIP e NIP) e variou-se o

tempo de interacdo; como mostra a Figura 49.
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Figura 49 - Resultados para otimiza¢&o do tempo de interac¢éo (intervalo analisado de 5 até 270
minutos) entre o MMIP (15,0 mg) com biotina (20,0 mg L) preparada em metanol para a sintese
proporcao 1:20 (analito:monémero).

Fonte: autor do trabalho.

Pelo experimento de avaliacdo do tempo de interacéo € possivel concluir que
no MMIP semicovalente ocorre uma saturacao na quantidade de biotina retida a partir
de 60 min. JA o MNIP satura a partir de 30 minutos e com uma porcentagem de
retencéo ligeiramente maior, o que indica que estédo prevalescendo as interacfes nao

especificas para 0 material. Essas interacdes ocorrem tdo rapidamente que em 5
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minutos o MNIP ja possui 13% de biotina retida e em 30 minutos esté saturado com
27%.

Assim, para o proximo ensaio (construcdo da isoterma de adsorcdo) foi
padronizado o tempo de interacdo para 60 minutos.

4.2.3 Isoterma de adsorc¢éo e célculo da constante de afinidade (Ka)

A isoterma de adsorcao foi construida utilizando os parametros anteriormente
otimizados para o MMIP semicovalente e, como comparacao, construiu-se a isoterma
para o MMIP n&o covalente. A Figura 50 mostra as diferencas obtidas na adsorcéo da

biotina para os materiais avaliados.
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Figura 50 - Isoterma de adsorgéo da biotina (em intervalo de concentragéo de 2,0 até 100,0 mg L?)
para (a) MMIP semicovalente - 15,0 mg dos polimeros com intera¢éo por 60 min e no (b) MMIP néo
covalente - 10,0 mg dos polimeros com intera¢do por 120 min.

Fonte: autor do trabalho.

O perfil de adsorcédo para os polimeros impressos foi muito semelhante,
apresentando um maximo de 1,5 mg de biotina por grama de MMIP para a impressao
semi-covalente e 2,0 mg de biotina por grama de MMIP para a ndo covalente. Além
disso, apresentaram o perfil desejado para uma isoterma: aumento da adsorcdo do
analito com aumento da concentracdo até atingir a saturacdo, indicando que todos os
sitios foram ocupados.

Ao avaliar o MNIP é possivel observar que em contracdes no intervalo de 5,0
até 20,0 mg L* ndo houve diferenciacéo entre MMIP e MNIP para ambos os métodos

de impressdo molecular. Com o aumento da concentragdo 0s polimeros impressos
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nao covalentemente comecaram a apresentar diferenca de retencdo pelo analito,
sendo a biotina adsorvida preferencialmente na cavidade seletiva do MMIP. J& para a
impressao semicovalente o MNIP apresentou uma grande quantidade de ligagdes nao
espeficificas com o0 aumento da concentracao de biotina (um salto no valor de Q de
0,75 mg g* para 2,1 mg g** com o aumento de apenas 1,5 vezes a concentragdo de
um ponto para a seguinte); até atingir uma saturacdo em Q préximo de 5 mg g*.

Esses resultados mostram que a impressdo semi-covalente do polimero para
biotina ndo foi tao eficiente quanto o que € proposto pela literatura no que diz respeito
a diminuicao das ligacdes nado-especificas. No entanto, ainda sdo necessarios mais
estudos avaliando diferentes condi¢ées (tipo de complexo analito-monémero
sintetizado, proporcao dos reagentes da sintese, etc) e outros estudos como avaliacao
da seletividade para conclusdes definitivas.

Por fim, foi calculada a constante de afinidade (Ka) dos polimeros
semicovalente e ndo covalente com o intuito de verificar se 0 método de impresséo e
formacao das cavidades influencia na preferéncia de reconhecimento (afinidade) pelo
analito e, consequentemente, na seletividade.

Para o calculo foi utilizado o modelo de adsor¢cdo de Langmuir. A isoterma de
Langmuir leva em consideracdo que adsorcao ocorre em uma monocamada e que 0
numero de sitios para para adsorcéo € bem definido e que todos eles sdo homogéneos
e; além de considerar que ndo ocorre interacdo entre as moléculas adsorvidas. (113)

O ajuste de Langmuir é dado pela seguinte relacéo:

Q — QmaxKLCe
1+ K1 Ce

na qual Qmax € a maxima capacidade de adsor¢cdo na monocamada (mg g31), K. é
constante de Langmuir (L mg?') e Ce é a concentracdo do adsorbato no equilibrio
(mg L1).

No ajuste de Langmuir K. é o parametro de afinidade e, portanto, equivalente
a Ka. No caso da constante de afinidade da biotina pela avidina, como K, expresso em
L mol?, os dados foram transformados na unidade desejada (Figura 51) e realizados

os calculos para ambos os polimeros.
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Figura 51 - Isoterma de ligacédo da biotina no MMIP semicovalente (15,0 mg de polimero com
interacdo por 60 min) e no MMIP nédo covalente (10,0 mg de polimero com interacdo por 120 min) na
faixa de concentracdo de 8,2x10° até 2,0x10* mol L de biotina.

Fonte: autor do trabalho

A impressao semicovalente apresentou um coeficiente de correlacdo (R?) igual
a 0,995 e a impressao ndo covalente obteve R? = 0,998; demostrando que o modelo
de Langmuir apresentou um bom ajuste aos dados experimentais dos dois materiais.

Obteve-se que a constante de afinidade para o MMIP semicovalente é
Ka = 5,9x10* L mol! e para 0 MMIP nédo covalente Ka = 2,4x10% L mol*. Como
esperado e reportado na literatura, a constante de afinidade da impressao
semicovalente é maior, uma vez que os sitios de reconhecimento sdo gerados com
tamanho e conformacéo exata do analito.

Quando as constantes para os dois MIP sdo comparadas com a constante de
afinidade da avidina/estreptavidina pela biotina (1,0x10% L mol?), é possivel ver que
embora os materiais apresentem um desempenho inferior ao das proteinas, o MMIP
nao covalente para biotina apresentou 6tima eficiéncia no reconhecimento da biotina
no desenvolvimento da pesquisa realizada com esse polimero. (97,104)

Ja o MMIP semicovalente ainda exige maiores estudos para tentar otimizar sua

eficiéncia.
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4.3 Aplicacédo em sistemas de ELISA e fluxo lateral (LF)

A aplicacdo final dos polimeros impressos para biotina (MIP e MMIP) foi
avaliada em sistemas que usualmente utilizam anticorpos como moléculas de
reconhecimento: as técnicas ELISA e LF, sendo a discussao dos resultados para cada

técnica dividida em subtdpicos separados.

4.3.1 Magneto ELISA

Os ensaios ELISA com atuacdo magnética foram realizados em condicfes
otimizadas anteriormente pelo grupo de pesquisa da Prof.2 Isabel Pividori utilizando o
MIP para biotina desenvolvido anteriormente.(104)

Em ensaios separados, os polimeros magnéticos interagiram com biotina-HRP
e os amplicons marcados (E. coli e Salmonella) em diferentes concentracdes. Apos
as reacdes, o substrato (H20./TMB) foi adicionado e a atividade enzimatica foi

guantificada.
4.3.1.1 Avaliacao da capacidade de ligacdo do MMIP pela biotina-HRP
Os ensaios foram realizados avaliando diferentes intervalos de concentracao

de biotina-HRP, de 5,0 até 800,0 ng mL?*, com diferentes quantidades do MMIP,

conforme exibido pela Figura 52.
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Figura 52 - Ligacéo de biotina-HRP no MIP magnético por magneto ELISA; com intervalo de
concentracdo de 5,0 até 800,0 ng mL? de biotina-HRP e 0,1; 0,3 € 0,5 mg mL* de MMIP. As barras
de erro ilustram o desvio padrdo para as medidas realizadas (n=3).

Fonte: autor do trabalho.

A Figura 52 exibe os resultados obtidos avaliando a capacidade de ligacéo de
diferentes quantidades de MIP magnético pela biotina-HRP. No caso, 0,5 mg de MMIP
mostraram, apdés a otimizacdo, os melhores resultados. A isoterma de adosrcao
mostra que o MMIP tem boa capacidade para diferenciar todo intervalo de biotina-
HRP avaliado, uma vez que o sinal de absorbancia aumentou proporcionalmente.

Para menores quantidades de MMIP (0,1 e 0,3 mg), o polimero apresentou uma
saturacdo na concentracdo de 100,0 ng mL* de biotina-HRP, uma vez que ndo ha
diferenca significativa no sinal de absorbancia (ndo ha aumento no sinal).

Analisando esses resultados, possivelmente grandes quantidades de MIP
apresentariam um sinal de absorbancia maior, permitindo que se trabalhasse com
maiores concentracdes de biotina-HRP. No entanto, por razdes experimentais, nao foi
possivel adicionar mais MIP nos pocos das placas; uma vez que maiores quantidades
de MIP ndo tiveram uma separacao magneética eficiente.

Outro problema que ocorreu foi a auséncia de diferenciacéo efetiva entre MMIP
e MNIP pela biotina-HRP (Figura 53).
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Figura 53 - Comparacéo da capacidade de ligacdo da biotina-HRP no magneto MIP magneto NIP
por magneto-ELISA, em interavalo de concentracéo de 5,0 até 800,0 ng mL* de biotina-HRP e 0,1;
0,3 e 0,5 mg mL* de MMIP e MNIP. Barras de erro ilustram o desvio padrdo para as medidas
realizadas (n=3).

Fonte: autor do trabalho.

Como mostra a Figura 53, ndo houve diferenca significativa para as massas
avaliadas, exceto em alguns pontos de menor concentracdo de biotina-HRP para
0,5 mg. Possivelmente, os grupos funcionais do NIP interagiram fortemente por
ligacdo ndo especifica com a biotina-HRP. Este experimento foi repetido varias vezes,

mas os resultados obtidos ndo foram melhores do que os exibidos abaixo.

4.3.1.2 Célculo da constante de afinidade

A partir dos resultados obtidos anteriormente, para 0,50 mg de polimero obteve-
se a melhor performance do MMIP para reconhecimento da biotina-HRP; o que

permite o calculo da constante de afinidade do MMIP pela biotina.
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Para o célculo da constante de afinidade, utilizou-se o ajuste de ligagdo de um
sitio por receptor, (104) seguindo a equacao:
_ B €
K;+C
Na qual Bmax € a absorbancia na capacidade maxima de ligacao e Kqg a metade

y

da concentracdo do analito necessaria para atingir a concentracdo maxima de ligacao
(seguindo o mesmo principio de Michaelis Menten).

Como é um experimento de saturacdo de ligacdo os dados foram
transformados em concentracdo molar (Figura 54 abaixo) e ajustados seguindo a
equacdo acima (R? = 0,976). Como Kainidade € 0 inverso de Kg, obteve-se que a
constante de afinidade do MMIP é de Ka = 2,4x108 L molY; um valor elevado ao ser
comparado com a constante de afinidade da avidina/estreptavidina (1,0x10%° L molt).

Portanto, é possivel afirmar que o MMIP possui uma alta afinidade pela biotina-
HRP, o que mostra o potencial de aplicacdo desses materiais em ensaios ELISA.
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Figura 54 - Ligag&o da biotina-HRP no MMIP por magneto-ELISA, na faixa de concentracdo de
1,12x101° até 5,62x10% mol L de biotina-HRP e uma quantidade fixa de 0,50 mg de MMIP. As
barras de erro mostram o desvio padréo para as medidas (n = 3).

Fonte: autor do trabalho.
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4.3.1.3 Avaliacao da ligagao entre os amplicons de DNA marcados e o MMIP

Os imunoensaios com os amplicons de E. coli e Salmonella obtidos por PCR
foram realizados utilizando ELISA magnético, como exemplificado esquematicamente
na Figura 7 (procedimento experimental 3.2.3.3.2).

Durante a PCR, o DNA foi amplificado e marcado duas vezes: uma extremidade
terminal com biotina para ligacdo com o MMIP (para ambas bactérias); e na outra
extremidade terminal digoxigenina e fluoresceina para realizar a leitura Optica
utilizando antiDIG-HRP e antiFLU-HRP, para E. coli e Salmonella, respectivamente.

O imunoensaio magnético foi realizado em um passo de incubacdo e os
resultados s&o comparados para o MMIP e MNIP na Figura 55 para E. coli e Figura
56 para Salmonella. O MIP magnético € capaz de ligar uma concentracdo maior de
amplicon da E. coli em comparacdo com o NIP magnético, com boa diferenca no sinal
de absorbéncia para as concentracbes. Para Salmonella, também houve
diferenciacdo entre os polimeros impresso e controle; no entanto, o sinal de
absorbancia para o intervalo de concentracédo avaliado (de 0,75 até 295 ng mL™t) foi

guase o mesmo, o0 que torna dificil quantificar este amplicon.

2,5

—&— MMIP
{1 —@— MNIP

2,0 1

1,0 +

Absorbancia ., (A.U.)

0,5+

O

0,0

. —
0 25 50 75 100 125 150 175 20
E. coli amplicon (ng mL™)

Figura 55 - Ensaio de ligacdo do DNA amplificado de E. coli com dupla marcacgéo nos polimeros
magnéticos (0,55 mg de MMIP e MNIP) por magneto-ELISA; no intervalo de concentracéo do
amplicon de 0,52 até 207 ng mL?, e 1,35 ug de antiDIG-HRP. Barras de erro ilustram o desvio padrdo
para as medidas (n=3).

Fonte: autor do trabalho.
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Figura 56 - Ensaio de ligacdo do DNA amplificado de Salmonella com dupla marcacéo nos polimeros
magnéticos (0,55 mg de MMIP e MNIP) por magneto-ELISA; no intervalo de concentracéo do
amplicon de 0,75 até 295 ng mL?, e 1,35 ug de antiFLU-HRP. Barras de erro ilustram o desvio padréo
para as medidas (n=3).

Fonte: autor do trabalho.

Para melhorar a resposta do sistema para ambos amplicons avaliou-se a
concentracdo dos anticorpos empregados no ensaio, a qual € um parametro critico
nos resultados. Para a otimizacdo do sistema para E. coli (Figura 57), uma maior
guantidade de antiDIG-HRP (2,70 ug) apresentou aumento no sinal de absorbancia
com melhor diferenciacdo entre MMIP e MNIP (aproximadamente 0,35 unidades de
absorbancia) no intervalo de concentracdes avaliadas (Figura 57 c).

No entanto, mesmo para diferentes quantidades de anticorpos, o controle
negativo mostrou alto sinal, indicando ligagBes nao especificas (Figura 57 b e d). O
branco contém todos os reagentes utilizados para realizar a PCR (primers,
marcadores, etc.), exceto as cadeias de DNA, o que permite monitorar interacfes nao
especificas. A solucdo do branco foi preparada na mesma concentracdo que a
concentracdo mais alta para o amplicon (207 ng mL). No caso, para 2,70 ug de
anticorpo, o MIP magnético mostra menos interacdes ndo especificas - menor sinal

de absorbancia para o branco; além de um aumento na diferenciacao entre MIP e NIP.
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Figura 57 - Efeito da concentragdo de anticorpo no sinal de absorbancia no imunoensaio magnético:
1,35 ug antiDIG-HRP na ligag&o do (a) amplicon marcado da E. coli em diferentes concentracdes e
(b) amplicon e controle negativo (branco) ambos na concentragdo de 207 ng mL?;

2,70 pg antiDIG-HRP na ligac¢éo do (c) amplicon marcado da E. coli em diferentes concentragfes e
(d) amplicon e controle negativo (branco) ambos na concentragdo de 207 ng mL™2.

Fonte: autor do trabalho.

Para Salmonella, apesar de variar a quantidade de antiFLU-HRP, na faixa de
concentracdo estudada ndo se observou uma variacao significativa na intensidade da
absorbancia (Figura 58 a e c) — para todas as concentracfes a intensidade da
absorbancia nado varia mais do que 0,05 unidades. Assim, o MMIP consegue detectar
a Salmonella, mas nao quantificar este amplicon.

No caso do controle negativo, para ambas concentracfes de anticorpo, o sinal
do branco foi alto e aproximadamente igual ao do amplicon (tanto branco quando
amplicon na mesma concentracdo), indicando a ocorréncia de ligacbes néao
especificas (Figura 58 b e d).
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Provavelmente, a diferenga obtida nos resultados comparando-se a E. coli e a
Salmonella é devida as diferencas na estrutura quimica, tamanho, composic¢ao e tipo
de marcagao do amplicon.
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Figura 58 - Efeito da concentrag&o de anticorpo no sinal de absorbancia no imunoensaio magnético:
1,35 pg antiFLU-HRP na ligac&@o do (a) amplicon marcado da Salmonella em diferentes
concentracdes e (b) amplicon e controle negativo (branco) ambos na concentragédo de 295 ng mL%;
2,70 pg antiFLU-HRP na ligacao do (c) amplicon marcado da Salmonella em diferentes
concentracdes e (d) amplicon e controle negativo (branco) ambos na concentragédo de 295 ng mL™.
Fonte: autor do trabalho.

4.3.2 Fluxo lateral e fluxo vertical
4.3.2.1 Imobilizacao e fluxo utilizando MIP magnético
O primeiro experimento realizado foi verificar a capacidade de imobilizacdo das

particulas poliméricas na membrana de nitrocelulose. Para isso, foram utilizados

diferentes solventes para preparar solugcbes de MMIP (solvente organico polar,
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organico ndo polar e aquoso) e a interacao do sistema nitrocelulose/solvente/polimero

foi avaliada verificando o fluxo de solugdo tampéo apds as particulas estarem secas.

Metanol Etanol
\ |
‘
Acetonitrila 1-Propanol
Tolueno Solucao Tampao

il TR R e——

Figura 59 - Tiras de fluxo lateral contendo a imobilizagdo de duas linhas de polimeros (0,055 mg)
preparados em diferentes solventes para avaliar o efeito dos mesmos na deposi¢éo do polimero.
Fonte: autor do trabalho

Conforme exibido na Figura 59, foram obtidos resultados diferentes para cada
tipo de solvente aplicado.

O metanol e a acetonitrila destruiram a membrana de nitrocelulose -
provavelmente por reagir oS com grupos nitro que estdo livres na membrana de
nitrocelulose, quebrou as ligacGes entre as moléculas de celulose e degradando o
material.

A imobilizacdo com 1-propanol mostrou, no primeiro momento, uma boa
deposicdo; uma vez que a solucdo de tampao de corrida fluia no sistema e as
particulas de polimero ndo se moviam. No entanto, apos uma leve friccdo mecanica
na membrana de nitrocelulose, as particulas foram removidas da superficie.

O etanol mostrou bons resultados, uma vez que o MIP foi depositado e a
solucdo tampao de corrida flui adequadamente pela membrana. O tolueno, apds a
imobilizacado, bloqueou o fluxo de solugcédo tampao de corrida. Finalmente, a solucéo
tampdo TRIS mostrou-se como o melhor solvente para a deposicdo do MMIP (e,
devido a compatibilidade da solucdo tamp&o com a nitrocelulose, foi adotado como
solvente para preparar e depositar solu¢cdes de MIP em ensaios futuros). No entanto,
as particulas estavam muito aglomeradas (devido ao tamanho e composi¢do do

polimero).
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No sistema de fluxo vertical foi realizado o mesmo procedimento; contudo,
devido a aglomeracéo de particulas, foi impossivel depositar o MIP na membrana de
nitrocelulose. Apos todos os testes, o0 MIP sempre saiu da superficie.

Para resolver a aglomeracédo de particulas de polimero, em principio realiza
colocar a solugdo de MMIP em um vortex e em banho ultrassénico durante 1 hora; e,
no entanto, ndo se obteve bons resultados na desaglomeracdo. Assim, como

alternativa, a solucéo de polimero foi sonicada com um sonicador de ponta.

4.3.2.2 Experimentos de desaglomeracao e método de deposicao

Para desaglomerar o MMIP, diferentes condi¢gbes experimentais foram
avaliadas utilizando um ultrassom de ponta, como tempo (de 10 segundos até 1
minuto) e amplitude (10%, 30%, 50% e 70%) de ultrassom. Para verificar a integridade
e capacidade de ligacdo do MMIP apds a desaglomeracdo nestas condicdes, 0s
polimeros foram avaliados realizando reagdo com biotina-HRP, como descrito no
procedimento experimental 3.2.3.3.1.

Conforme mostrado na Figura 60, comparando a solu¢cdo de MMIP com e sem
aplicacdo no ultrassom, ha uma grande diferenca entre a capacidade de
reconhecimento. Com MMIP, é possivel observar que o analito se liga ao polimero
especificamente - ha diferenca entre MMIP e MNIP e a quantidade de analito retido
aumenta conforme a concentracdo de analito aumenta. Por outro lado, o MMIP apos
submetido ao ultrassom de ponta mostrou uma diminuicdo da capacidade de ligacéo
com a biotina-HRP e ndo ha diferenca na quantidade de biotina-HRP ligada com o
aumento da concentracdo da mesma.

Além disso, foi possivel observar que o polimero foi removido da superficie das
nanoparticulas, uma vez que a solucdo ficou branca apds o uso de ultrassom. E,
mesmo tentando usar uma menor amplitude ou tempo (resultados ndo exibidos), o

polimero sempre foi removido das nanoparticulas.
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Figura 60 - Diferenca entre a capacidade de ligacdo de MIP para biotina-HRP antes e depois do
processo de sonicacao; usando 0,55 mg de polimero durante 1 min com amplitude de 70%.
Fonte: autor do trabalho.

Com base nos resultados do MMIP, o MIP foi submetido a desaglomeragéo no
ultrassom no modo de pulso ao invés de aplicar sonicacao continua. Além disso, apos
diversos testes com diminuicdo do tempo e amplitude, foi otimizado um tempo de 20
segundos de sonicacdo com amplitude de 10%. Visualmente se observou que as
particulas de MIP foram dispersas formando uma solu¢cdo homogénea.

Com o intuito de otimizar a deposicdo do MIP na membrana de nitrocelulose
para fazer a linha de teste, a solucdo homogénea de polimero foi depositada em
diferentes condigdes: utilizando uma ponteira para 5 uL e uma para 10 pL, fazendo a
dispersdo com uso de micropipeta ou manualmente e, finalmente, avaliando a
guantidade de polimero (0,010; 0,025; 0,050 e 0,10 mg). As melhores linhas de teste
foram desenhadas usando uma ponta de 5 yL com 0,025 ou 0,050 mg de polimeros
dispersos manualmente, como mostrado na Figura 61; sendo essas condi¢cdes

adotadas para os futuros ensaios.

0.025 mg 0.050 mg

Figura 61 - Linhas contendo diferentes quantidade de MIP (0,025 e 0,050 mg) depositadas na
membrana de nitrocelulose usando uma ponteira de 5 uL com deposi¢do manual.
Fonte: autor do trabalho.
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4.3.2.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)
Para verificar a morfologia do MIP sintetizado e da membrana de nitrocelulose,

bem como a distribuicdo dos polimeros depositados, o0s materiais foram

caracterizados por MEV, como mostra a Figura 62 a seguir.

[ i e EHT = 15.00 kv
WD = 85mm - WD = 85mm

AT S

File Name =3_05 File Name =4_04 tif

File Name = 6_04 tif

Figura 62 - Imagens de MEV com ampliacdo de 6.00 K X da: (a) mambrana de nitrocelulose do fluxo
vertical, (b) MIP depositado com etanol na membrana de VF, (c) MIP depositado com tampao TRIS
na membrana de VF, (d) membrana de nitrocelulose do LF, (e) MIP depositado com etanol na
membrana de fluxo lateral e (f) MIP depositado com solu¢éo tampé&o TRIS na membrana de LF.
Fonte: autor do trabalho.
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De acordo com a Figura 62, é possivel ver a diferenca entre a porosidade das
membranas utilizadas nos ensaios de fluxo lateral e vertical (letras a e d,
respectivamente). A membrana de LF possui poros maiores do que a de VF, o que
permitiu a deposicdo mais facil de particulas MIP. No entanto, apés a sonicacao, o
tamanho do poro ndo foi um problema para a deposicao.

Para ambos os sistemas é possivel ver que o uso de solvente organico como
etanol (Figura 62 letras b e e) ndo destruiu ou prejudicou a nitrocelulose de qualquer
maneira (ao contrario do metanol, por exemplo, que destruiu o papel - sendo possivel
ver a olho nu).

A solucéo tampao TRIS (Figura 62 letras c e f) mostrou-se boa para depositar
os polimeros em ambos os sistemas. Ndo houve reacdo com a nitrocelulose e as
particulas MIP foram bem depositadas, sendo possivel observar a interface entre a
nitrocelulose e a linha MIP depositada, bem como as pequenas particulas presas na
superficie.

Assim, como a deposicdo com solucdo tampdo TRIS apresentou bons
resultados e, ademais, uma vez que todas as moléculas biotiniladas precisam ser
preparadas em solucfes tampéo, o TRIS foi escolhido como solvente para depositar
MIP e, a0 mesmo tempo, realizar todas as reacfes com os diferentes analitos

biotinilados.

4.3.2.4 Reacdo com BSA biotinilada e nanoparticulas de ouro modificadas com

estreptavidina (streptAv-AuNP)

Apés a deposicdo do MIP na membrana de nitrocelulose, para verificar a
presenca do polimero e sua capacidade de reconhecimento, realizaram-se diferentes
reacdes colorimétricas utilizando varias moléculas biotiniladas.

Os primeiros ensaios foram realizados usando biotina-BSA como analito. O
modo de reconhecimento da reacao é representado detalhadamente na Figura 63: (a)
uma amostra contendo BSA biotinilada é adicionada na tira de amostra; (b) quando a
amostra flui até a tira conjugada, uma biotina da BSA marcada interage com
estreptavidina e (c) outra biotina dessa mesma BSA interage com os elementos
especificos para reconhecimento da biotina na linha de teste (MIP). Na linha de

controle o dendrimero biotinilado interage com a estreptavidina e o resultado positivo
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da reacdo de reconhecimento apresenta coloracdo vermelha, proveniente das

nanoparticulas de ouro.

(a) Lateral Flow system (b) Reaction with labelled
biomolecule conjugate
060 0
biotin AR <

BSA biotin

2

‘LD A ] Xy 4

Streptavidin-Au MIP for biotin Biotinylated

nanoparticles dendrimer Streptavidin-Au MIP for biotin Biotinylated

nanoparticles dendrimer

(c) Recognition with
colorimetric reaction

MIP for biotin Biotinylated
dendrimer

Figura 63 - Esquema da reagédo colorimétrica utilizada para demonstrar a presenca e eficiéncia do
MIP no dispositivo de fluxo lateral: (a) amostra contendo BSA multiplamente biotinilada é adicionada
na tira de amostra e, uma das biotinas interage com (b) biomolécula conjugada (nanoparticulas
streptAv-Au) na tira conjugada e (c) outra molécula de biotina dessa BSA interage com o MIP para
biotina presente na linha teste.Na linha de controle o dendrimero biotinilado interage com a
estreptavidina. Em ambas linhas é exibida coloragdo vermelha (resultado positivo).

Fonte: adaptado de Ben-Aissa et al. (101)

A Figura 64 mostra os resultados obtidos com a reacdo anteriormente descrita,
com MMIP e MIP depositados sem sonicacdo. Como esperado, nao foi possivel ver a
reacao, devido a irregularidade do MIP depositado. Além disso, MIP magnético ndo é
um bom candidato para ser imobilizado na membrana de nitrocelulose, uma vez que
nao € possivel visualizar a cor da reacdo devido a coloracdo marrom escura
caracteristica do polimero.

Figura 64 - Reacéo colorimétrica para verificar a presenca de polimeros imobilizados na membrana
de nitrocelulose por diferentes métodos (MMIP a esquerda e MIP a direita, sendo 0,025 mg
preparados em solugdo tampao TRIS) em reacdo com BSA biotina (3% m/v) e nananoparticulas de
streptAv-Au.

Fonte: autor do trabalho.
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Assim, uma vez com MMIP néo é possivel ver a cor das reacdes ou fluir pela
membrana, os ensaios de fluxo lateral usando este polimero foram interrompidos.

O MIP convencional (sem nanoparticulas) para biotina o polimero foi facilmente
depositado na membrana. No entanto, devido a aglomeracao de particulas, ndo foi
possivel visualizar claramente a cor da reacao.

Portant, apos a sonicagdo do MIP, a reacao foi realizada novamente avaliando-
se muitos parametros como quantidade de polimero depositado, concentracdo de
biotina-BSA e volume de solugédo tampao de corrida, por exemplo. No entanto, os
ensaios nao foram reprodutiveis.

Independentemente do teste realizado e do parametro avaliado, n&o foi
possivel obter reprodutibilidade nesta reacdo. As vezes, a cor vermelha (das
nanoparticulas de streptAv-AuNP) foi observada no MIP e NIP, em algumas reacfes
apenas no MIP e em outras em nenhum dos polimeros.

No inicio, um ensaio de controle (branco) foi realizado, fluindo pela membrana
apenas nanoparticulas de streptAv-AuNP, para verificar a possibilidade de interacdes
nao especificas entre os polimeros e as nanoparticulas de ouro. O ensaio foi realizado
diversas vezes e nao foi observada coloracdo (resultados ndo mostrados); o que
exclui a possibilidade de falsos resultados positivos.

A Figura 65 exemplifica a influéncia da massa de MIP na reacdo com BSA
biotinilada. No caso, 0,025 mg de polimero apresentaram melhores resultados, com
cor vermelha (de intensidade muito leve) para MIP e sem cor para NIP. No entanto,
guando este ensaio foi realizado, pelo menos 3 vezes novamente, para verificar a

reprodutibilidade, ndo foi observada cor nos sistemas e, as vezes, o NIP apresentou

coloracéo.
@ mp ® MIP
NIP NIP

Figura 65 - Reacéo usando BSA-biotina 1% (m/v) e streptAV-AuNP (diluidas 8 vezes) em sistema LF
contendo 0,025 mg (a) e 0,050 mg (b) de MIP e NIP.
Fonte: autor do trabalho.
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Figura 66 - Reacdao realizada em sistema de LF utilizando 0,025 mg de polimeros, streptAv-AuNP
(diluidas 8 vezes) e (a) BSA-biotina 3% (m/v) e (b) BSA-biotina 5% (m/v).
Fonte: autor do trabalho.

O mesmo problema foi observado quando foi variada a concentracdo de
biotina-BSA (Figura 66); o sistema de LF n&o mostrou reprodutibilidade. Para o
sistema de VF, ocorreu exatamente todos 0os mesmos problemas, entdo os resultados
nao serao exibidos. Portanto, o trabalho com essa reacao foi interrompido e uma nova

abordagem usando biotina-HRP foi desenvolvida.

4.3.2.5 Reacdo com biotina-HRP

A reacado usando biotina-HRP foi realizada de acordo com o0 esquema da Figura
8. Uma vez que o uso de MIP em sistemas de fluxo lateral e vertical é inédito, além
de usar biotina-HRP e TMB nesses sistemas, todo o procedimento experimental foi
otimizado até que a melhor condicdo de analise foi alcancada, conforme descrito na
3.2.3.4.3.

Foi comparada a eficiéncia da reacao verificando a diferenca entre o fluxo dos
reagentes ou adicionado-os diretamente sobre a superficie MIP, bem como o efeito
da composicdo da solugdo tampdo. Neste Ultimo caso, observou-se que a cor da
reacdo para a leitura visual dos resultados foi afetada pela composicdo da solucéo
tampéao de corrida - observou-se uma cor azul muito leve ou auséncia dela.

A presenca de uma quantidade elevada de BSA na solucéo tampéao de corrida
pode inibir a reacdo entre TMB e HRP, uma vez que a proteina € muito grande e tem
interacdes ndo especificas com MIP, bloqueando sua superficie.

Assim, verificando o fluxo do analito com a solucdo tampé&o TRIS ao invés da
solugdo tampdo de corrida, os resultados anteriores foram satisfatérios, como
mostram as Figura 67 e Figura 68. E possivel ver uma cor azul com intensidade mais

escura no MIP do que no NIP. Além disso, pode-se visualizar que a concentracdo de
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biotina-HRP esta diretamente relacionada com a resposta do sinal, bem como a
concentragcdo de MIP na membrana. Neste caso, 500,0 ng mL* de biotina-HRP e
0,050 mg de MIP apresentaram a melhor leitura visual.

Figura 67 - Resultados obtidos para o sistema de fluxo lateral com solucdo tampéo TRIS,
biotina-HRP 250,0 ng mL?, e (a) 0,025 mg e (b) 0,050 mg de polimeros.
Fonte: autor do trabalho.

-

Figura 68 - Resultados obtidos para o sistema de fluxo lateral com solucdo tampéo TRIS,
biotina-HRP 500,0 ng mL* e (a) 0,025 mg e (b) 0,050 mg de polimeros.
Fonte: autor do trabalho.

No VF os resultados nao foram satisfatérios. Conforme exibido na Figura 69,
no sistema com menor quantidade de MIP (em a), a biotina-HRP ficoou muito
impregnada na nitrocelulose, tornado impossivel verificar se houve reacdo com o
polimero ou ndo. Para uma maior quantidade de MIP (em b) o sistema de linhas néo

mostrou nenhuma cor, apenas um ligeiro sinal de biotina-HRP na membrana.
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Figura 69 - Resultados obtidos para o sistema de fluxo vertical com solucdo tampé&o TRIS,
biotina-HRP 500,0 ng mL?, e (a) 0,025 mg e (b) 0,050 mg de polimeros.
Fonte: autor do trabalho.

No entanto, para ambos os sistemas, elevada quantidade de biotina-HRP
permaneceu na membrana de nitrocelulose, gerando um sinal de fundo (background);
0 que pode levar a resultados falsos positivos. Para evitar isso, diferentes reagentes
inertes foram avaliados para verificar sua capacidade de prevenir ou gerar 0 minimo
possivel de background.

Figura 70 - Avaliacdo do blogueio da membrana (a) antes da reagdo com biotina-HRP 250,0 ng mL™*
e (b) apds a reagéo; utilizando como bloqueadores (30 uL em cada tira de nitrocelulose)
polietilenoglicol - PEG 400 1% (v/v), PEG 4000 1% (m/v), caseina 1% (m/v) e BSA 2% (m/v).
Fonte: autor do trabalho.

Os bloqueadores foram adicionados em primeiro lugar, como mostrado pela
Figura 70, sendo as membranas deixadas secando durante 3 horas. Apos este tempo
foi fluida solugdo tampéo, para verificar a permeabilidade da membrana e, como é
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possivel ver, BSA bloqueou o fluxo de solvente (Figura 70 a) e apresentou o
background mais alto (Figura 70 b). Avaliando outros bloqueadores, o PEG 4000
mostrou o menor background apés a realizagdo da reacdo com biotina-HRP, bem
como uma cor clara no MIP, ao se comparar antes e depois da reacgao.

Para verificar se o PEG estava bloqueando o MIP, realizou-se um ensaio para
verificar influéncia da ordem de adicdo de MIP e PEG na membrana. De acordo com
a Figura 71, pode-se visualizar que a ordem € um fator critico na andlise, uma vez que
o MIP depositado primeiramente na membrana (antes do bloqueio) mostrou uma
coloragao azul com boa intensidade apés a rea¢do com biotina-HRP.

(@)

(b)

Figura 71 - Andlise da ordem de adicdo dos componentes da rea¢éo: (a) primeiro a adicdo de 30 pL
de PEG 4000 1% (m/v) e depois deposicédo do MIP; (b) primeiro a deposicdo de MIP e depois adicdo
de 30 yL de PEG 4000 1% (m/v).

Fonte: autor do trabalho.

Usando as condi¢des otimizadas de blogueio no na membrana de nitrocelulose
no dispositivo de fluxo lateral, o mesmo experimento foi realizado no sistema de fluxo
vertical (Figura 72). Com a membrana bloqueada, depois de realizar a reacdo com
biotina-HRP, é possivel observar uma linha azul clara no MIP e, ao comparar esse

resultado com os mostrados pela Figura 69, o sistema melhorou a resposta.
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Figura 72 - Avaliag&o do blogueio da membrana no sistema de fluxo vertical usando 15 uL de PEG
4000 1% (m/v) ap0s a reagdo com biotina-HRP 250,0 ng mL™.

Fonte: autor do trabalho.

Assim a reagao com biotina-HRP mostrou boa resposta em ambos os sistemas,
de fluxo lateral e vertical, sendo necessarios mais ensaios para otimizar os parametros
de analise e melhorar a resposta do sistema.

4.3.2.6 Ensaio de seletividade

Um teste de seletividade foi feito para verificar a seletividade da reacdo usando
biotina-HRP frente ao MIP para biotina e a possibilidade de interacdo inespecifica
entre a enzima com a superficie do polimero.

Como exibido na Figura 73, MIP para os analitos biotina, valerato de estradiol
(hormbnio) e verde de metila (corante), foram depositados sobre nitrocelulose e a
reacdo com biotina-HRP foi realizada como descrito anteriormente. E possivel
observar a cor azul apenas na linha do MIP para biotina, enquanto que para o valerato
e o verde de metila ndo se observa coliracdo; mostrando a especificidade do MIP e a

auséncia de interacdes nao especificas envolvendo a enzima peroxidase.

(@) 'a) \(c) I

Figura 73 - Reacao da biotina-HRP (500,0 ng mL™?) usando solucéo tamp&o TRIS e membrana
bloqueada com 30 pL de PEG 4000 1% (m/v) em dire¢éo a diferentes linhas de teste contntedo
(0,050 mg de polimeros para cada uma delas): (a) MIP para biotina, (b) MIP para valerato de estradiol
e (¢) MIP para verde de metila.

Fonte: autor do trabalho.
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4.3.2.7 Detecgéo dos amplicons de E. coli e Salmonella

A andlise do DNA amplificado e duplamente marcado foi realizada de acordo
com condi¢cbes experimentais otimizadas descritas anteriormente utilizando TMB
como agente cromogénico. Foi realizado um ensaio em branco (controle negativo)
para comparacao dos resultados seguindo o mesmo procedimento para os amplicons.
A solucdo do branco contém todos os reagentes utilizados para realizar a PCR
(primers, marcadores, etc.), exceto as fitas de DNA, o que permite monitorar a
ocorréncia de interagfes ndo especificas.

A Figura 74 mostra o primeiro ensaio realizado. E possivel ver uma cor azul
bem clara na linha MIP para o amplicon e nenhuma cor para NIP e para o branco, o
gue indica que o reconhecimento de MIP pelo DNA de E. coli amplificado e marcado
com biotina em uma das terminagdes ocorreu com sucesso. Apesar disso, € possivel

ver um elevado sinal de background, ocasionado pela alta quantidade de anticorpo.

E. coli amplicon

MIP NIP MIP

Figura 74 - Resultados obtidos para analise de fluxo lateral na detec¢éo do amplicon de E. coli (0,83
ng pL1), utilizando 27,0 ug mL* de antiDIG-HRP. Branco possui a mesma concentragdo que o
amplicon.

Fonte: autor do trabalho.

Assim, o ensaio foi realizado novamente usando menor quantidade de antiDIG-
HRP, como mostrado na Figura 75. Neste ensaio, a cor azul na linha MIP pode ser
visualizada com maior intensidade e de modo mais claro do que o primeiro ensaio (e,
inclusive, com menor background); o que confirma que a quantidade de anticorpo

utilizado na analise é um paramétro critico na obtencéo dos resultados.
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E. coli amplicon Branco

MIP NIP MIP NIP

Figura 75 - Resultados obtidos para analise de fluxo lateral na detec¢éo do amplicon de E. coli (0,83
ng UL, utilizando 13,5 ug mL? de antiDIG-HRP. Branco possui a mesma concentragéo que o
amplicon.

Fonte: autor do trabalho.

Para Salmonella a reacdo também mostrou bons resultados, sem sinal de
respota nas analises de controle e aparecimento de cor escura para a linha do MIP

(Figura 76). E, comparando com os resultados da E. coli, ha menos background.

Salmonella amplicon Branco

i i
NIP NIP

Figura 76 - Resultados obtidos para andlise de fluxo lateral na deteccao do amplicon de Salmonella
(1,2 ng yLY), utilizando 13,5 ug mL ! de antiFLU-HRP. Branco possui a mesma concentragéo que o
amplicon.

Fonte: autor do trabalho.

MIP MIP

Portanto, uma vez que o dispositivo de fluxo lateral apresentou bons resultados
na deteccdo dos amplicons das bactérias, torna-se possivel o desenvolvimento de
sistemas para detectar esse tipo de agentes patogénicos; sendo necessario otimizar
as condicdes de andlise (avaliando concentracdo de DNA e anticorpo, fluxo de

solucéo tampéao, concentracdo de TMB, etc.).

4.3.2.8 Reacado com moléculas fluorescentes: biotina 4-fluoresceina e Atto 655-biotina

As duas moléculas biotiniladas foram escolhidas pela sua capacidade de
fluorescéncia; o que permite realizar os testes com maior sensibilidade, detectando
guantidades de analito muito pequenas. A fluoresceina é uma molécula bem

conhecida em ensaios de fluorescéncia, enquanto Atto € uma familia de corantes
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modificados para fluorescer com alto desempenho. A Figura 77 mostra a reagéo para

ambas as moléculas biotiniladas.

a) b)

MIP NIP

MIP NIP

Figura 77 - Reagdo de seletividade realizada em fluxo lateral avaliando MIP e NIP frente a (a) biotina
4-fluoresceina 1,0 mg L e (b) Atto 655-biotina 0,5 mg L solubilizadas em solucéo tamp&o TRIS.
Fonte: autor do trabalho.

A biotina 4-fluoresceina (Figura 77 a) mostrou um bom resultado, uma vez que
existe uma cor de alta intensidade na linha MIP e nada para NIP; embora a alta
concentracéo de analito tenha gerado um sinal de background. Para Atto 655-biotin,
a reacao nao ocorreu, uma vez que o analito ndo se moveu na da membrana de
nitrocelulose; permanecendo no final da tira de amostra (Figura 77 b).

O fato da Atto 655-biotina nao fluir pela membrana pode ser explicado pela sua

estrutura (Figura 78 b).

OH

Figura 78 - Férmula estrutural quimica da (a) biotina 4-fluoresceina e (b) corante Atto 655.
Fonte: autor do trabalho.

O corante tem em sua estrutura cargas - forma zwiterionica - as quais
interagem com os grupos NO: reativos da nitrocelulose e, devido a esta forte interacéo

eletrostatica, a molécula de corante permanece retida. No caso de fluoresceina
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bY

acoplada a biotina (Figura 78 a), ndo ha problemas no seu fluxo por meio da
membrana, devido & auséncia de cargas e alta solubilidade.

Portanto, em funcdo dos resultados satisfatérios apresentados no
desenvolvimento de dispositivos de fluxo lateral empregando MIP como fase
reconhecedora, o0 sistema devera ser otimizado e aplicado no reconhecimento de

diferentes biomoléculas biotiniladas.
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5 CONCLUSOES

O magneto-MIP mostrou-se uma potente ferramenta mantendo suas
propriedades magnéticas mesmo apos as diferentes modificagdes realizadas em sua
superficie. Todos os materiais foram amplamente caracterizados e, embora o
recobrimento com BSA ndo tenha apresentado os resultados desejados, o polimero
recoberto com PEG (RAMIP@PEG) mostrou-se um material que realiza a excluséo
proteica e ao mesmo tempo com possui capacidade de adsorgéo seletiva pela biotina.

O MMIP semicovalente, embora tenha apresentado ligacdes nédo especificas,
a constante de afinidade apresentada por ele foi maior do que para o MMIP nao
covalente. A sintese de diferentes complexos covalentes analito-monémero para o
preparo do MMIP semicovalente (bem como a otimizacdo e aplicacdo desse MIP)
contemplam os planos futuros de trabalho da pesquisa.

O MMIP foi compativel e apresentou bons resultados nos procedimentos de
magneto ELISA usando marcadores enzimaticos. Quando aplicados em um ensaio de
magneto-ELISA para a deteccdo de DNA amplificado por PCR e marcado com biotina,
o MIP foi capaz de adsorver pequenas quantidades dos amplicons (ng por mL) e com
especificidade, uma vez que o NIP apresentou retencéo muito baixa. O MMIP também
mostrou alta capacidade de reconhecimento pela biotina-HRP na faixa de
concentragdo analisada; sendo os MIP uma alternativa viavel no desenvolvimento de
ensaios biomiméticos do tipo ELISA.

Nos sistemas de fluxo lateral o MIP realizou um reconhecimento seletivo de
diferentes moléculas biotiniladas e de modo rapido; em ensaios com dura¢cdo maxima
de 30 minutos. Portanto, com as otimizacbes apropriadas, o MIP possui amplo

potencial no desenvolvimento de sistemas de fluxo lateral.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Considerando a estrutura da pesquisa e as etapas realizadas até entdo, as
perspectivas de desenvolvimento e continuidade da pesquisa abrangem os seguintes

topicos:

- Ensaio de seletividade e aplicacdo do RAMIP em amostras bioldgicas (por exemplo,
sangue humano) e amostras alimentares (por exemplo, leite cru de vaca);

- Sintese do complexo analito-mon6mero, para sintese semicovalente, utilizando um
espacador de sacrificio ou diferentes grupos funcionais;

- Otimizacao da sintese semicovalente do MIP para biotina, variando a propor¢ao dos
reagentes (complexo analito-mondémero e mondémero estrutural);

- Avaliacdo da eficiéncia de outros polimeros impressos no desenvolvimento de

ensaios biomiméticos.
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