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e Eletrodo de ouro; 0 Eletrodo Au+nanoAu+PVB;
Eletrodo Au+nanoAu+PVB+BSA;
¢ Eletrodo Au+nanoAu+PVB+BSA+ovoalbumina.

Figura 53. Diagrama de Nyquist das etapas de imobilizacao
das glicoproteinas do soro de pacientes: eletrodo de
ouro limpo (m), eletrodo de ouro-nanoAu-PVB (o),
nanoAu-ConA-PVB-BSA (¢), nanoAu-ConA-PVB-BSA-GS 1:50
(©), nanoAu-ConA-PVB-BSA-GS 1:30 (),
nanoAu-ConA-PVB-BSA-GS1:10 (+).

Figura 54. Medidas de impedancia eletroquimica na diluicao de
1:30 em solucao de ferricianeto de potassio 10mM em tampao
fosfato de s6dio pH 7,4. a) eletrodo limpo, b) sistema
com febre do Dengue e c) sistema com febre hemorragica.

Figura 55. Medidas de impedancia eletroquimica na diluicao de
1:30 em solucao de ferricianeto de potassio 10mM em tampao

fosfato de s6dio pH 7,4. Detalhe: Impedancia de eletrodo limpo.

Figura 56. Diagrama de Nyquist demonstrado a reprodutibilidade
das amostras de ConADC (a), ConADneg (b) e ConADH (c).

Figura 57. Diagrama de Nyquist demonstrado a reprodutibilidade
das amostras de ConADC (a), ConADneg (b) e ConADH (c)
de repeticoes para os mesmos soros analisados.

Figura 58. Diagrama de Nyquist para os sistemas ConADC,
ConADneg e ConADH na diluicao de 1:30.

Figura 59. Imagens representativas de TEM demonstrando os
sistemas de AuNp-ConA (a), glicoproteinas do soro
de pacientes infectados por febre do Dengue induzindo
agregacao de AuNP-ConA (b), glicoproteinas de pacientes
infectados por febre hemorragica do Dengue induzindo
agregacao de AuNP-ConA (c) e glicoproteinas do soro negativo
para o Dengue (d).
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Figura 60. Grafico de Bode para o sistema ConA na
presenca de glicoproteinas do soro: o Eletrodo de ouro
limpo; A Eletrodo Au+nanoAu+ConA+PVB+BSA;
Eletrodo Au+nanoAu+ConA+PVB+BSA+GS(Dneg 1:30);
x Eletrodo AutnanoAu+ConA+PVB+BSA+GS(DH 1:30) e
¢ Eletrodo Au+nanoAu+ConA+PVB+BSA+GS(DC 1:30).

Figura 61. Diagramas de Nyquist das etapas de reconhecimento
das glicoproteinas do plasma (1:30): nanoAu-ConA-PVB-BSA
eletrodo modificado (o), nanoAu-ConA-PVB-BSA-Dnegativo (A),

nanoAu-ConA-PVB-BSA-DH (0), nanoAu-ConA-PVB-BSA-DC (e).

Figura 62. Variacao do ARcr para os sistemas que correspondem a
nanoAu-ConA-PVB-BSA-GSDC (A),
nanoAu-ConA-PVB-BSA-GSDH (e) e
nanoAu-ConA-PVB-BSA-GSDneg apos incubacao nos
soros em diferentes diluicoes em TFS (pH 7,4), representadas
por 1:10, 1:30, 1:50 e 1:80.

Figura 63. Relacao dos valores de Q versus Rer. DN- soro
negativo, DC- Dengue classica e DH-Dengue hemorragica.

Figura 64. Diferenciacao entre os sorotipos através da relacao
entre os elementos n, Q, e Rer. — soro negativo, - pacientes
com Dengue hemorragica e — pacientes com Dengue classica.

Figura 65. Voltamogramas ciclicos (VCs) dos eletrodos em diferentes
estagios em diferentes diluicoes: Eletrodo de ouro limpo (m),
nanoAu-ConA-PVB-BSA (¢),
nanoAu-ConA-PVB-BSA-DC/DH/Dneg 1:10 (e),
nanoAu-ConA-PVB-BSA-DC/DH/Dneg 1:30 (—),
nanoAu-ConA-PVB-BSA-DC/DH/Dneg 1:50 (<),
nanoAu-ConA-PVB-BSA-DC/DH/Dneg 1:80 (o).

Eletrolito suporte 10 mM K4[Fe(CN)e]/Ks[Fe(CN)g] 1:1 + 0.15 M
NaCl em solucao de TFS pH 7.4, 10mM,; velocidade de
varredura de 50 mV.sL.

Figura 66. Dependéncia das correntes de pico em funcao da
diluicao. Eletrolito suporte 10 mM K4[Fe(CN)e]/Kz[Fe(CN)s]
1:1 + 0.15 M NaCl em solucédo de TFS pH 7.4, 10mM,;

velocidade de varredura de 50 mV.s-1. Au-ConA-PVB-BSA-DH (o),

Au-ConA-PVB-BSA-Dneg (A) e Au-ConA-PVB-BSA-DC (m).

Figura 67. Voltamogramas ciclicos (VCs) dos eletrodos em
diferentes estagios na diluicdo de 1:30: Eletrodo de
ouro limpo (m), nanoAu-ConA-PVB-BSA (o),
nanoAu-ConA-PVB-BSA-GSnegativo (e),
nanoAu-ConA-PVB-BSA-GSDH (-,
nanoAu-ConA-PVB-BSA-GSDC (). Eletrolito suporte
10 mM Ka[Fe(CN)g]/Ksz[Fe(CN)g] 1:1 + 0.15 M NaCl em
solucao de TFS pH 7.4, 10mM; velocidade de varredura
de 50 mV.s-1.
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Figura 68. Voltamogramas ciclicos em diferentes sorotipos da Dengue
para trés pacientes na diluicao de 1:30 em solucao de
ferro-ferricianeto de potassio 10mM em tampao fosfato de
soédio pH 7,4. a) Soro negativo, b) febre do Dengue e
c) febre hemorragica do Dengue. P1-paciente n°1,
P2-paciente n°2 e P3-paciente n°3. 153

Figura 69. Medidas de voltametria linear na diluicao de 1:30 em
solucao de ferricianeto de potassio 10mM em tampao fosfato
de sodio pH 7,4. a) Sistema com febre do Dengue, b) sistema
com febre hemorragica e c) sistema com soro negativo.
Pl-paciente n°1, P2-paciente n°2 e P3-paciente n°3. 155

X1



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Resultados da impedancia ajustados para os eletrodos
modificados da Figura 45.

Tabela 2 - Resultados de impedancia da interacao lectina-acticar
ajustados a partir da Fig.46.

Tabela 3 - Deslocamento da corrente anodica para o eletrodo
modificado nanoAu-ConA/CramoLL-PVB-modificado
com 200 pg/mL de acucar.

Tabela 4 - Resultado de impedancia ajustado para os eletrodos
modificados na Fig. 62.

Tabela 5 - Resultados de impedancia ajustados referente a
interacao lectina-glicoproteina da Fig. 62.

xii

Pagina

114

120

123

140

141



Ca

ipa

Ro

LISTA DE ABREVIATURAS

capacitancia (F)

capacitancia da dupla camada (F)

potencial (V)

corrente de pico anddica (A)

corrente de pico catodica

resisténcia de transferéncia de elétron (Q2)

resisténcia 6hmica oferecida pela solucdo no transporte

dos ions entre o eletrodo de trabalho e o de referéncia (Q)

ARct%

carboidrato

Ai%

o carboidrato

Zim

impedancia (Q)

Zre

percentual relativo da interacao entre a lectina e o

percentual relativo da corrente de pico anddica da lectina e

impedancia (Q)

impedancia faradaica (Q)

componente capacitiva ou imaginaria na medida de

componente resistivo ou real na medida de impedancia ()

Xxiil



Zw ou W

transferéncia de

DC

DH

GS

impedancia de Warburg que indica a resisténcia na

massa (Q)

soro de pacientes com dengue classica

soro de pacientes com dengue hemorragica

glicoproteinas do soro

Xiv



RESUMO

As nanoparticulas de ouro (nanoAu) facilitam a transferéncia de elétrons e
podem ser facilmente modificadas com uma grande variedade de biomoléculas.
O objetivo deste trabalho foi imobilizar as lectinas Concanavalina A (Con A) e
Cratylia mollis (CramoLL) sobre a superficie de eletrodos de platina (Pt) e de
ouro (Au) modificados com nanoparticulas de ouro e polivinilbutiral (PVB) e em
seguida realizar deteccdo de glicoproteinas em soro de pacientes
contaminados com o virus da Dengue classica (DC), Dengue hemorragica (DH)
e soro negativo (Dneg). A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE),
numa faixa de freqiiéncia de 100 mHz a 100 KHz, e a voltametria ciclica (VC),
com voltagem de -0,2 a 0,7 V, foram realizadas na presenca de
Ks[Fe(CN)e)/K4[Fe(CN)e] (1:1), 10 mM, como par redox. As medidas de EIE e
VC demonstraram que as reagdes do par redox sobre o eletrodo de Pt e Au
foram bloqueados devidos a mudancas na impedancia da interface
eletrodo/solucdo. Os sistemas adsorvidos nanoAu-Con A-PVB e nanoAu-
CramolLL-PVB sobre a superficie dos eletrodos de Pt e Au modificados
proporcionaram um aumento da parte real da impedancia (Zre).
Voltamogramas ciclicos caracteristicos de um processo redox limitado por
difusdo foram observados em eletrodos de paltina/ouro e apdés a modificacao
destes eletrodos com nanoAu-ConA-PVB e nanoAu-CramolLL-PVB, uma
diminuicdo das correntes de pico catddicas e anddicas fol observada. A EIE e
VC evidenciaram a interacdo entre as lectinas estudadas com glicose,
glicogénio e ovalbumina. Através do sistema nanoAu-ConA-PVB pb6de-se
observar diferencas no padrdo de reconhecimento para os soros testados,
através das respostas impedanciométricas e voltamétricas. Nossos resultados
indicaram uma sensibilidade para a deteccao de glicoproteinas e desta forma o
sistemas podem ser aplicados na construcdo de biossensor para diagnostico

de doengas.

Palavras-chave: Lectinas, impedancia, voltametria ciclica, nanoparticulas e
polimero.
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ABSTRACT

Gold nanoparticles (AuNp) allow the electron transfer and can be easily
modified with a wide range biomolecules. The aim of this work was to
immobilize Con A and CramoLL lectins on the surface of platinum (Pt) and gold
(Au) electrode modified with AuNp and polyvinylbutiral (PVB). Subsequently,
was performed the detection assay for glycoproteins present in serum from
patients contaminated by classic Dengue fever (DC), hemorrhagic Dengue (DH)
and negative serum (Dneg). Electrochemical impedance spectroscopy (EIS),
frequency range from 100 mHz to 100 KHz, and cyclic voltammetry (CV), scan
range -0.2 to 0.7 V, were performed in the presence of a 10 mM
Ks[Fe(CN)e)/K4[FEe(CN)e] (1:1) solution as a redox probe. EIS and CV
measurements showed that redox probe reactions on the Pt and Au electrode
were blocked due to the impedance change. Adsorbed Con A-AuNp-PVB and
CramoLL-AuNp-PVB systems on the surface of modified Pt and Au electrode
provoke an increase of the real part of impedance. Well-defined cyclic
voltammograms characteristic of a diffusion-limited redox process, are observed
at the bare platinum/gold and after these electrodes were modified with Con A-
AuNp-PVB or CramoLL-AuNp-PVB, an obvious decrease in the anodic and
cathodic peaks was observed. The El and CV showed the interaction between
the studied lectins with glucose, glycogen and ovalbumin. We observed
differences in the pattern recognition for tested serum by use of nanoAu-ConA-
PVB systems; by impedance and voltammetry response. Our results indicate an
improvement of the sensitivity for detection of sugars that can be applicable to

construction of carbohydrate biosensor.

Key-words: Lectins, impedance, cyclic voltammetry, nanoparticles and polymer.
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1.1 LECTINAS

1.1.1 Denominacao e definicdo

O termo “lectina” (do latim legere, pegar, escolher) foi primeiro empregado por
Boyd e Shapleigh, em 1954, para descrever aglutininas grupo sangiiineo-especificas
encontradas em sementes e outras partes de determinadas plantas. Atualmente, esse
termo se refere a uma classe de proteinas de origem ndo imunoldgica, largamente
distribuidas na natureza podendo originar-se de plantas e bactérias que aglutinam
células, precipitam polissacarideos ou glicoconjugados (Liener et al., 1986) e possuindo
estruturas similares ou distintas (Correia e Coelho, 1995; Tavares et al., 1996), e que
reconhecem carboidratos livres ou ligados a superficies celulares através de sitios de
ligacdo nos quais a hidrofobicidade € a principal forca de interacdo (Kennedy et al.,
1995).

As lectinas sdo multivalentes, possuindo dois ou mais sitios de ligacdo para
acucar, promovendo aglutinacdo de células animais e de plantas e precipitacio de
polissacarideos, glicoproteinas, peptidoglicanos, acido teicdico, glicolipideos, dentre
outros. A especificidade das lectinas € definida pelo monossacarideo ou
oligossacarideos que inibe as reagdes de precipitacdo ou aglutinacdo induzidas por
lectinas (Kompella e Lee, 2001). Vérias centenas de lectinas demonstraram, através de
andlises detalhadas, que elas sdo um grupo grande e heterogéneo de proteinas que
diferem fortemente quanto a especificidade aos carboidratos, estrutura molecular e
atividade bioldgica (Van Damme et al., 1996).

O inicio da pesquisa de lectinas animais pdde provavelmente ter ocorrido por
volta de 1860, com a observacdo da coagulacdo sanguinea pelo veneno de cobra

(Yamazaki et al., 2000). Os estudos de lectinas tiveram maior interesse em 1960, pela
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verificacdo de que a proteina de Phaseolus vulgaris (PHA — fitohemaglutinina) estimula
linfécitos, resultando em divisdo mitdtica, e da aglutinina de Triticum vulgaris, do
gérmen de trigo, aglutinar mais intensamente células transformadas do que normais
(Sharon e Lis, 1987). Com a descoberta de Inbar e Sachs (1969) de que a lectina de
Canavalia ensiformis, Concanavalina A (ConA), também aglutinava preferencialmente
células malignas, € que as lectinas tiveram um impulso na sua aplicacao.

As proteinas vegetais com atividade hemaglutinante foram, logo de inicio,
denominadas de aglutininas, hemaglutininas, fitohemaglutininas (Allen e Brilliant,
1969), apesar de ter sido proposto por Boyd e Shalpleigh (1954) o termo “lectina” as
proteinas com estruturas diversas e com a caracteristica comum de seletividade na
interacdo de carboidratos. Em animais, as lectinas de membranas parecem participar na
endocitose e na translocacdo intracelular de glicoproteinas (Ashweel e Harford, 1982),
na ligacdo de bactérias a células epiteliais (Ashkenazi e Mirelman, 1984) e na regulagédo
da migracdo e adesdo celular (Gabius et al., 1985). Para as lectinas soliveis de
vertebrados, foi proposta uma fun¢ao comum: a de ligar glicoconjugados presentes em
células (Kennedy er al., 1995; Barondes et al., 1984). A primeira lectina a ser purificada
foi a ConA, extraida da Canavalia ensiformis (feijao de porco), que € uma das mais
amplamente avaliadas em suas caracteristicas e aplicacdes (Correia e Coelho, 1995).

No Brasil mais precisamente no estado de Pernambuco, uma lectina tem sido
purificada e caracterizada a partir de sementes de uma planta nativa do Nordeste
brasileiro de Cratylia mollis (CramoLL) isolada do feijdo camaratu (Fig.1), que € uma
planta leguminosa nativa da regido semi-arida de Pernambuco, pertencente a familia
Phaseoleae, subfamilia Dioclinae, a qual abrange o género Canavalia, botanicamente

relacionada a Cratylia mollis (Correia e Coelho, 1995).
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Esta lectina, denominada Cra lectina, € fortemente inibida por metil o-D-
manosideo e conforme, portanto com a classe de lectinas ligantes de glicose/manose,
similar as isoladas da Canavalia ensiformis (Concanavalina A, ConA) e Lens culinaris
(lectina de lentilha) (Lima et al., 1997). Cra Possui forte ligacdo para tecidos humanos
com cancer maligno (Beltrdo et al., 1998), particularmente para aqueles de glandulas

mamarias, utero e cérebro.

- -
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Figura 1 — Fotografia do feijao Camaratu.

Estudos por cristalografia e raios-X revelaram duas diferentes formas cristalinas
da Cra (Tavares et al., 1996). O modelo do monoémero de Cra Iso-1 constituido a partir
destes estudos esta apresentado na Fig. 2.

Além da similaridade de reconhecimento para carboidratos, bem como
possuirem regides homdlogas em suas estruturas, as lectinas Cra e ConA apresentam
algumas diferencas. Caracteristicas estruturais obtidas por cromatografia liquida de
rapida resolu¢do de proteinas e por cromatografia liquida de alta pressdo mostraram que
estas duas lectinas tém diferentes padrdes de eluicdes e diferentes ligagdes especificas

para tumores humanos benignos e malignos (Tavares et al., 1996).
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A caracterizacdo fisico-quimica de lectinas € importante para explicar seu
comportamento em diferentes propriedades bioldgicas (Souza et al., 2001). A
estabilidade e integridade estrutural de proteinas oligoméricas sdo determinadas por
suas interagdes inter e intracadeias. Lectinas de legumes podem servir como um
excelente modelo para estudos de desdobramento de proteinas diméricas e tetraméricas,
e o efeito da oligomerizacdo na sua estabilidade e integridade estrutural. Sendo, tais
lectinas, admiravelmente similares nas suas estruturas primdria, secunddria e tercidria

(Srinavas et al., 2001).

Figura 2 — Modelo de mondmero de Cra Iso-1 (azul) e ConA (amarelo)

(http://webenligne.cermav.cnrs.fr/lectines/).

1.1.2 Propriedades biologicas

As lectinas ou hemaglutininas podem ser caracterizadas e detectadas por sua
habilidade em aglutinar eritrécitos, em certos casos com alta especificidade (Lis e
Sharon, 1973; Askar, 1986). Algumas lectinas sdo especificas em suas reacdes com
grupos sangiiineos humanos ABO, MN e subgrupo Al (Sharon e Lis, 1972). Todos
estes efeitos sdo produzidos pela habilidade das lectinas de se ligarem a tipos

especificos de actcares na superficie celular (Deshpande e Damodaran, 1990).
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Além dessas propriedades, as lectinas podem promover estimulagao mitogé€nica
de linfécitos e aglutinagdo de células cancerosas (Lis e Sharon, 1973; Liener, 1981).
Embora muitas lectinas reconhecam e se liguem a acticares simples tais como glicose,
manose, galactose, N-acetilgalactosamina, N-acetilglucosamina ou fucose, a afinidade é
muito maior para com os constituintes de glicoproteinas: 4cido sidlico e N-
acetilgalactosamina contendo cadeias de glicanos, encontrados em animais e seres
humanos (Nicolson, 1974; Peumans e Van Damme, 1996).

A especificidade das lectinas com relac@o a diferentes carboidratos possibilita a
sua utilizacdo em pesquisas nas dareas bioldgica e médica como, por exemplo, a
investigacdo da superficie de células, caracterizacdo de eritrécitos, como agentes
mitogénicos, caracterizacdo de estidgios de desenvolvimento de microorganismos
diversos, purificacdo de glicoproteinas, morfologia de neurdnios e identificacdo de
conexoes neurais no sistema nervoso central (Kennedy et al., 1995).

As lectinas sdo encontradas em uma ampla variedade de espécies de plantas e
animais, entretanto, estas substancias estdo presentes em maior quantidade em graos de
leguminosas e gramineas (Mancini Filho er al., 1979). Martin-Cabrejas et al. (1995)
encontraram quantidades considerdveis de inibidores de tripsina/quimotripsina e o-
amilase e elevada atividade de lectinas em cinco cultivos de feijoes (Phaseolus
vulgaris) frescos e estocados por cinco anos. Muitas lectinas também ja foram isoladas e
caracterizadas de diversas variedades de cogumelos (Kawagishi et al., 1996). Exemplos
de lectinas bem caracterizadas sdo: ConA presente em Jack bean (Canavalia
ensiformis), aglutinina da soja e aglutinina do gérmen de trigo (Sharon e Lis, 1972). O
fato das lectinas terem larga distribuicdo em plantas sugere alguma importancia
fisiolégica para estas substancias (Liener, 1976; Etzler, 1985). As funcdes das lectinas

podem ser variadas e parecem ter relacdo com os estddios de maturagdo e germinacao
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das sementes (Howard et al, 1972), assim como parecem ter relacio com o0s

mecanismos de defesa da planta contra o ataque de fungos (Liener, 1976).

1.1.3 Caracteristicas estruturais e classificacdo

Em geral, lectinas de plantas sdo oligdmeros formados de duas ou mais
subunidades, idénticas ou ndo; geralmente possuem estrutura tetramérica (Moreira et
al., 1991). As diferencas estruturais entre as diversas lectinas se devem a variagdo do
nimero de subunidades por molécula e pela natureza dos polipeptidios. Pontes
dissulfeto, pontes de hidrogénio e também as interagdes hidrofébicas podem estar
presentes nas subunidades de associagdo (Kennedy et al., 1995). As especificidades e
afinidades dos sitios associados sao alcancadas principalmente por pontes de
hidrogénio, com a ajuda de forcas de van der Walls e interacdes hidrofébicas com
residuos de aminodcidos aromaticos que estdo proximos as porcdes hidrofébicas de
monossacarideos (Sharon, 1993) contribuindo para a estabilidade e especificidade dos
complexos formados.

Estas lectinas exibem uma elevada homologia, possuindo um total de 20% de
residuos de aminodcidos invaridveis, dentre os quais estdo incluidos aqueles envolvidos
na ligacdo a monossacarideos e, a maioria dos que coordenam os ifons metélicos muitas
vezes necessdrios para a atividade da lectina. Em relacdo a estrutura global das lectinas
de plantas, estas podem ser divididas em trés principais tipos distintos: as merolectinas,
as hololectinas e as quimerolectinas. As merolectinas sdo proteinas formadas
exclusivamente por um dominio de ligacdo a carboidrato; sdo proteinas pequenas,
formadas por um unico polipeptideo e, por conta de sua natureza monovalente, sdo
incapazes de precipitar glicoconjugados ou aglutinar células. As quimerolectinas sdo a

fusdo de proteinas contendo um dominio ndo relacionado, tal dominio possui uma
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atividade catalitica bem definida ou nao apresenta nenhuma atividade bioldgica que atua
de forma independente (Peumans e Van Damme, 1995). As hololectinas também sao
exclusivamente formadas de dominios de ligagdo a carboidratos, mas contém dois ou
mais destes dominios que sao idénticos ou muito semelhantes; este grupo compreende
todas as lectinas que possuem multiplos sitios de ligacdo, sendo capazes de aglutinar
células ou precipitar glicoconjugados. Dentro deste grupo estdo as lectinas de

leguminosas tais como a lectina de ConA e de CramoLL.

1.1.4 Mecanismo de A¢cdo

Lectinas sdo proteinas versateis largamente distribuidas, que podem ligar
estruturas de carboidratos presentes em oligossacarideos, glicoproteinas ou
glicoconjugados (Sharon e Lis, 1990). Nas lectinas, os sitios de ligagao a carboidratos,
promovem o reconhecimento de carboidratos ligante especifico, se combinando a este
de acordo com o modelo chave-fechadura (Kennedy et al., 1995). As lectinas fazem uso
de diversas interagdes quimicas fracas para produzir reconhecimento altamente seletivo
a seus carboidratos ligados a uma superficie (Sharma e Surolia, 1997). Esta interacao
fraca entre a lectina e o carboidrato emprega estratégias para aumentar tanto a afinidade
como a especificidade através de subsitios e subunidades. Esta ligacdo ao carboidrato é
diretamente responsavel pela atividade biolégica (Peumans e Van Damme, 1998).

A habilidade que as lectinas possuem no reconhecimento de carboidratos faz
delas uma excelente ferramenta de investigacdo para o desenvolvimento de
biossensores, portanto, estudos de adsor¢do destas biomoléculas em superficies
metélicas vém favorecendo a compreensdo dos processos que governam a interacao

bioespecifica das lectinas.
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1.2. DENGUE

O Aedes aegypti € o mosquito transmissor da Dengue e da febre amarela urbana.
Possivelmente, chegou as Américas nos navios que traziam escravos da Africa. Menor
que os mosquitos comuns, 0 Aedes aegypti é preto com pequenos riscos brancos no
dorso, na cabeca e nas pernas. Suas asas sdo translicidas e o ruido que produzem é

praticamente inaudivel ao ser humano (Hemingway et al., 2000).

O Aedes aegypti (Fig. 3) € um mosquito urbano, embora ji tenha sido
encontrado na zona rural. Acredita-se, porém, que para 14 tenha sido levado em
recipientes que continham ovos ou larvas. Préprio das regides tropical e subtropical, ndo
resiste a baixas temperaturas nem a altitudes elevadas. O mosquito desenvolve-se por
metamorfose completa e seu ciclo de vida, € composto por quatro fases: ovo, larva,

pupa e adulto.

Figura 3 — Imagem do mosquito Aedes aegypti (Disponivel em: www.ipueiras.ce.gov.br).
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As fémeas preferem o sangue humano como fonte de proteina ao de qualquer
outro animal vertebrado (Fig. 4). Em geral, escolhem pés e tornozelos porque voam
baixo e atacam no periodo da manha ou entardecer. Sua saliva possui uma substancia
anestésica, que torna quase indolor a picada. Tanto as fémeas quanto os machos

abrigam-se dentro das casas ou nos terrenos ao redor.

A infeccdo provocada por um ou mais tipos de virus de Dengue é comum em
pessoas que vivem em paises tropicais e subtropicais na maioria das grandes e pequenas
cidades e cerca de 50-100 milhdes de individuos sdo infectados a cada ano (Halstead,
1988). Estudos genéticos de cepas do virus da Dengue forneceram a evidéncia que os
quatro virus da Dengue estao relacionados com um ancestral comum, identificado em
populacdes de primatas, e que cerca de 500 anos atrds, todos os virus emergiram

separadamente dentro do ciclo de transmissao urbana (Wang et al., 2000).

Figura 4 — Ciclo de contigio com o virus da Dengue (Disponivel em: www.secom.unb.br).
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As infec¢des humanas se instalam com qualquer um dos sorotipos da Dengue
(1, 2, 3 ou 4) podendo desencadear duas sindromes bem conhecidas, a febre da Dengue
e a Dengue hemorragica (febre hemorragica da Dengue ou sindrome do choque), além
disso, pode desencadear respostas intermedidrias, ou nenhuma resposta clinica. A
Dengue hemorragica é acompanhada por lesdes dos capilares sangiiineos acompanhados
de trombocitopenia, alteracdo na hemostase, e alteracdes no figado indicados pelo
aumento nos niveis plasmdticos de aspartato aminotransferase e alanina
aminotransferase (Kuo et al., 1992).

O termo febre hemorrdgica descreve as alteracdes vasculares que sdo
observadas. Algumas alteracdes como perda de fluido tecidual e que quando ndo
repostos prontamente leva ao choque, o qual se prolongado leva a complicagdes
gastrointestinais e hemorragia. A hemorragia, algumas vezes severa, pode acompanhar a
febre do Dengue, comumente em individuos adultos.

Por mais de duas décadas, tem-se feito esforcos para identificar mecanismos que
estdo subjacentes ao aparecimento subito do aumento da permeabilidade vascular e de
eventos hemorragicos, processos estes relacionados a resposta das células T do sistema
imune. Pesquisas tém sido realizadas com o principal objetivo de estudar as infeccoes
secundérias da Dengue, ignorando assim a importancia da sorologia da Dengue, por
exemplo, casos de Dengue hemorrdgica na infancia, que estd relacionado as
manifestagdes primdrias da Dengue (Halstead et al., 2006). Durante o estigio da
infeccdo secunddria, altas concentragdes de interfron o sdo observadas 2-3 apds a febre
(Kurane et al., 1993).

No final do periodo do estado febril e coincidentemente com o aparecimento da
permeabilidade vascular, altas concentracdes de interleucina 2 e interferon 7y sdo

observados. Uma grande quantidade de fator de necrose tumoral e fator de inibicdo da
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migracdo dos magréfagos estdo correlacionados com a severidade da doenga Dengue
(Chen et al., 2006). Variadas concentragdes de fator de necrose tumoral do tipo 75 ou
fator de necrose o tem sido relatado em casos de Dengue hemorrédgica (Bethell et al.,
1998). Elevadas concentracdes de CCL2, uma proteina que reduz a resisténcia das
jungdes das células do endotélio vascular, tém sido vistas em pacientes com Dengue
hemorragica (Lee et al., 2006).

A producdo de muitas destas citocinas ou fatores celulares podem ser induzidos
in vitro pela incubacdo do linfécito T humano (sensivel ao antigeno) com as células de
Dengue infectadas, usualmente os mondcitos. Os epitopos dominantes que interagem
com os linfécitos T sdo peptideos da proteina ndo estrutural NS3 (Okamoto et al.,

1998).

1.2.1. Manifestacoes sorologicas da Dengue

A febre do Dengue (FD) ¢ uma doenca caracterizada por dor de cabeca, dor
retro-orbital, mialgia, artralgia, rash cutdneo e em alguns casos, manifestacoes
hemorragicas. A febre hemorrdgica da Dengue (FHD) € definida por sinais
hemorréagicos, hemoconcentragdo e outras evidéncias de lesdes vasculares tais como
ascites, efusdo pleural e hipoalbunemia, que pode progredir para o estado de choque e
morte (Avila-Aguero et al., 2004).

O mecanismo exato da FHD ndo ¢ bem compreendido, no entanto, é de
conhecimento que esta sindrome envolve processos imunopatolégicos associados com
infec¢des seqiienciais com sorotipos diferenciados da Dengue (Guzman e Kouri, 2002).
Os fatores de viruléncia viral assim como os fatores genéticos e fatores do hospedeiro
sao também determinantes da severidade da doenca (Chaturvedi et al., 2006; Rico-

Hesse, 2003).
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Alguns autores tém relatado que FHD € uma alteracao da reacdo imune Th1/Th2
(Chaturvedi et al., 1999; Chen et al., 2005). Em infeccdes da Dengue pode-se observar
a presencga de niveis plasmadticos elevados de interleucinas e de glicoproteinas. Na FD
tém-se niveis elevados de interleucina-10 (IL-10) e baixos niveis de interferon y (IFN).
Em contraste, os niveis de sVCAM-1 s3o maiores na DHF em comparacdo aos niveis
em soros de pacientes com DF, o sVCAM ¢é um membro da superfamilia
imunoglobulina, sendo uma sialoglicoproteina expressa pela membrana do endotélio.
Este tipo de proteina estd envolvido nos processos de adesdo celular, e no
desenvolvimento da aterosclerose e artrite reumatdide.

Os niveis de IFN o e 'y sdo maiores em pacientes com a infec¢do primdria que
para a secundéria (Yeh et al., 2006). As informagdes referentes aos niveis de citocinas
foram confirmados através de diversos estudos e realmente para os pacientes com
infeccdo secunddria possuem niveis elevados de 1L-10 e de sVCAM-1 , mas baixos
niveis de IFNa e IFNYy. Niveis elevados de IL-10 e baixo de IFNyem pacientes com
infec¢ao secunddria podem ser relatados devido a presenca de anticorpos heterotipicos e
fendmenos de reconhecimento anticorpo dependentes (Chen et al., 2001; Perez et al.,
2004; Yang et al., 2001).

Os fatores de risco que predispde a uma anormal manifestacdo em FD e FHD,
sdo heterogéneos em sua etiologia e com variedades em diferentes organismos (Wahid
et al., 2000). Em pacientes com DHF, as anormalidades hemostiticas adquiridas
incluem deficiéncias no fator de coagulacdo, hiper-fibrindlises, insuficiéncia hepética e
disfun¢do plaquetdria, os quais sdo bastante comuns. Em contraste, pacientes com FD
raramente tem coagulopatias ou lesdes vasculares (Srichaikul e Nimmannitya, 2000).
De fato os pacientes com FHD possuem menor conteido plaquetério e niveis elevados

de sVCAM-1 o que pode estar relacionado as lesdes vasculares. Os pacientes com
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lesdes vasculares possuem efusdo pleural ou ascite devido aos niveis elevados de
sVCAM-1, no entanto, a principal patofisiologia da FHD se deve ao aumento da
permeabilidade vascular.

Outra manifestacdo da Dengue € a presenca da glicoproteina NS1 em soro de
pacientes contaminados. A proteina NS1 é encontrada associada com as membranas no
citoplasma das células infectadas. Quando as células sdo infectadas com o virus da
Dengue, elas exibem a NSI1 sobre a superficie celular ou secretam NS1 dentro do
sangue. Por isso muitas glicoproteinas NS1 existem no sangue durante a fase de
viremia. Em adi¢do, anticorpos anti-NS1 possuem a habilidade de proteger os animais
contra o virus.

A NSI secretada é encontrada para ativar complementos na presenca ou na
auséncia de anticorpos especificos e interage com a proteina complementar de
regulagdo, a clusterina, que leva a formag¢do do complexo imune e subsequente fuga
para o plasma (Kurosu et al., 2007, Avirutnan et al., 2006). A correlacdo entre os niveis
de NSI1 secretada e a severidade da doenga tem sido observada (Avirutnan et al., 2006).

Ao contrdrio da forma secretada, a NS1 associada a superficie celular requer
ligacdo cruzada de anticorpos especificos para induzir eficientemente a ativagdo de
complementos e a transducdo de sinais intra- celulares em resposta a infec¢ao do virus
da Dengue (Jacobs et al., 2000).

Assim a NS1 secretada presta-se para o diagndstico da Dengue, uma vez que é
uma glicoproteina soldvel detectada em pacientes com infeccdo viral aguda, ou seja,
coincide com a FHD (Falconar, 1997). Ela é encontrada altamente conservada para
todos os sorotipos da Dengue, circulando em niveis elevados durante os primeiros dias
da doenca, e estéd correlacionado com o desenvolvimento da FHD (Dussart et al., 2006,

Libraty et al., 2002).
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1.2.2. Diagnéstico da Dengue

Até o momento ndo h4 um tratamento terapéutico especifico para a infec¢cdo com
o virus da Dengue. No entanto, uma vacina estd sendo desenvolvida (Edelman, 2007). A
prevencao da doenga é o principal objetivo no combate ao Dengue, este fato se deve aos
esforcos na erradicagio do mosquito, o que apresenta avanco limitado.
Conseqilientemente, um diagndstico rapido e apropriado é de fundamental importancia
para a implementacao de um tratamento adequado.

Os sintomas iniciais da infeccdo pelo virus da Dengue sdo muito similares aos da
influenza, sarampo, maldria, tifo, febre amarela, e outras infeccdes virais, que levam a
um diagnéstico problemdtico se baseados nos sintomas. Os ensaios de
enzimaimunoensaio (ELISA) para a detec¢dao de anticorpos IgG e IgM para o virus da
Dengue sao valiosos para a deteccdo desta infecc@o, no entanto, o ensaio ELISA possui
o inconveniente de uma reac¢ao cruzada com outras flaviviroses e requer no minimo de 5
dias de pds infec¢ao para que tenham-se quantidades suficientes de resposta imune para
dtectar anticorpos no paciente (Chakravarti et al., 2000).

Outras ferramentas convencionais para o diagndstico do virus da Dengue sao a
cultura de tecido e a imunofluorescéncia, as quais possuem a desvantagem decorrente
da limita¢ao em teremos de especificidade, sensitividade, facilidade para o uso e tempo
de reacdo (Vene et al., 1995, Young et al., 2000).

Recentemente, ensaios moleculares baseados na amplificacdo de dcidos
nucléicos t€m sido descritos. Todos eles utilizam a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) onde o material genético inicial, RNA gendmico € transformado em DNA (Kow
et al., 2001). Além disso, o PCR requer uma instrumentacdo de ciclo térmico. No
entanto, tais instrumentos sdo caros sendo um desafio atual a miniaturizacdo destes

sistemas. O produto de reacdo do PCR € a dupla fita de DNA, que primeiramente deve
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ser desnaturada antes do método de deteccao por hibridizacdo. Desta forma, o sistema
TagMan (Laue et al., 1999) € muito efetivo na deteccdo dos produtos amplificados
produzidos em tempo real, a instrumentacao requerida é grande, cara e nao susceptivel
para aplicac¢do de campo.

H4 a necessidade do desenvolvimento de um novo sistema de detec¢do que
possua sensibilidade e que os dados possam ser detectados e processados rapidamente.
Estudos tém sido realizados com a microbalanga de cristal de quartzo (MCQ), técnica
esta destinada a pesquisa de cinética, diagnéstico médico e detec¢do de microrganismos
patogénicos (Zhou et al., 2002). Alguns esfor¢os tém sido realizados com o intuito de
imobilizar anticorpos monoclonais contra os antigenos do virus da Dengue para
deteccdo de antigenos virais através da MCQ (Su et al., 2003), a partir do qual foi
desenvolvido imuno-chips de detec¢do de pacientes contaminados com o virus da
Dengue através da utilizacao de soro humano (Wu et al., 2005).

A MCQ assim como a ferramenta de espectroscopia de impedancia
eletroquimica presta-se para o estudo de fendomenos de especificidade entre
biomoléculas, podendo desta forma serem utilizadas no estudo do desenvolvimento de
biossensores. Portanto, nosso principal objetivo nesta Tese € explorar a capacidade de
reconhecimento de glicoproteinas das lectinas, para deteccdo de glicoproteinas
diferenciais em soro de pacientes contaminados com a febre da Dengue e com a febre

hemorragica da Dengue através da espectroscopia de impedancia eletroquimica.
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1.3 INTERFACE ELETROQUIMICA

1.3.1 Processos que ocorrem no eletrodo

Dois tipos de processos ocorrem no eletrodo (faraddicos e nao-faraddicos).
Quando tais reagdes sao governadas pela lei de Faraday (onde a corrente € proporcional
a quantidade de eletricidade que passa), sdo chamados de processos faraddicos (Bard et
al., 2000). Os eletrodos em que os processos faraddicos ocorrem sdao chamados de
eletrodos de transferéncia de carga. Em algumas condi¢des, uma dada interface eletrodo
solucdo mostra um potencial onde nenhuma reagcdo de transferéncia de carga ocorre,
pois tais reagdes sao termodinamicamente ou cineticamente desfavoraveis.

No entanto, processos tais como adsor¢do e dessorcdo podem ocorrer, e a
estrutura da interface eletrodo-solucdo pode mudar com a alteragdo do potencial ou
composi¢ao da solucdo. Estes processos sdo chamados processos ndo-faraddicos. Nestes
processos a carga nao atravessa a interface, e a corrente externa pode fluir quando o
potencial, a drea do eletrodo ou a composi¢do da solucao modifica. Ambos os processos
faraddicos e nao-faraddicos acontecem quando as reacdes do eletrodo estdao ocorrendo.
Os processos faraddicos sao usualmente de interesse primdrio na investigacdo de uma
reacdo do eletrodo (exceto em estudos da natureza da interface eletrodo-solucdo) e os
efeitos dos processos ndo faraddicos sdo importantes para se obter informagdes sobre a

transferéncia de carga e reacoes associadas (Bard et al., 2000).

1.3.2 Capacitancia e carga de um eletrodo
Um capacitor ¢ um elemento de circuito elétrico composto de duas placas
condutoras separadas por um material dielétrico, sendo seu comportamento governado

pela seguinte equacao,
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q_c (Eq. 1)
E

onde q é a carga armazenada sobre o capacitor (coulombs, C), E € o potencial que
atravessa o capacitor (volts, V) e C € a capacitancia (Farads, F). Quando um potencial é
aplicado através de um capacitor, a carga é acumulada sobre este metal até que satisfaca
a Eq. 1, esta carga consiste de um excesso de elétrons sobre uma das placas e uma
deficiéncia de elétrons sobre a outra, onde a magnitude da corrente depende da
resisténcia no circuito. Desde que a carga ndo pode atravessar a interface de um eletrodo
idealmente polarizado quando o potencial € alterado, o comportamento da interface
eletrodo-solugdo € andloga a de um capacitor (Bard et al., 2000). Num dado potencial

ha uma carga sobre o eletrodo metdlico e uma carga na solucao (Fig. 5).

a) Metal | Solugéo b) Metal | Solugao
- +
- + o+ - + - -+
i + -+ + + -+ - -
- + o+ - + - -+
i + + o+ + - - -

Figura 5 — Interface metal-solucdo como um capacitor com uma carga negativa (a) e positiva (b) sobre o

metal.

A carga sobre o metal pode ser positiva ou negativa dependendo da solugdo, do
potencial e da composi¢ao da solu¢do. A carga sobre o metal representa um excesso ou
deficiéncia de elétrons e residem numa camada muito fina (< 0,1 A) sobre a superficie
do metal. A carga na solug¢do € constituida de um excesso de cdtions ou anions na

vizinhanca da superficie do eletrodo. O arranjo das espécies carregadas e a orientagao
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7z

do dipolo existente na interface metal-solu¢do é chamada de dupla camada elétrica.
Num dado potencial a interface eletrodo solucdo € caracterizada como uma capacitancia

da dupla-camada, C4 (Bard et al., 2000).

1.3.3 Dupla camada elétrica

A teoria da dupla camada elétrica trata da distribuicdo de ions, e, portanto da
intensidade dos potenciais elétricos que ocorrem na superficie carregada. Esta € uma
primeira etapa necessdaria para compreender muitas observacdes experimentais
referentes a propriedades eletrocinéticas, estabilidade, dentre outros, de sistemas
coloidais formados por particulas carregadas. A maior parte das substancias adquire
uma carga elétrica superficial quando postas em contato com um meio polar, por
exemplo, aquoso. Os possiveis mecanismos de criacdo dessas cargas sdo a ionizagao,
adsor¢do de fons ou dissolucdo de fons. Essa carga superficial influencia a distribui¢do
no meio polar dos fons préximos a ela (Duncan, 1974).

Inicialmente a atragdo faz com que alguns fons positivos formem uma rigida
camada adjacente ao redor da superficie das moléculas, sendo esta camada conhecida
como camada de Stern. Outros fons positivos adicionais sdo atraidos pela molécula
negativa, mas estes sdo rejeitados pela camada de Stern, assim como por outros ions
positivos que tentam aproximar-se da molécula. Este equilibrio dindmico resulta na
formacdo de uma camada difusa de contra-ions. Os contra-ions tém uma alta
concentracdo proxima da superficie, a qual diminui gradualmente com a distancia até
que se obtenha o equilibrio com os fons da solucao.

Na camada difusa hd uma deficiéncia de ions negativos, chamados co-ions, pois
tétm a mesma carga que a molécula. Sua concentragdo incrementa gradualmente ao

afastar-se da molécula. Os contra-ions da camada de Stern mais os co-ions e contra-ions
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da camada difusa sao os que juntos formam a dupla camada. Considerando que a carga
elétrica dos sdlidos suspensos numa solugcdo aquosa atrai uma atmosfera de fons de
carga contrdria, sendo parte dessa atmosfera difusa. A Fig. 6 representa a dupla camada

elétrica numa interface sélido/eletrolito.

1.3.4 Potencial Zeta

Quase todos os materiais macroscopicos ou particulados adquirem uma carga
elétrica superficial quando estdo em contato com um liquido. O potencial zeta é um
indicador dessa carga e é importante nos estudos de quimica de superficie, visto que
pode ser usado para prever e controlar a estabilidade de suspensdes ou emulsdes
coloidais. Estudos eletroquimicos onde ha formagao de interface entre metal e solugdo
de eletrdlitos representam uma aproximacao do que ocorre nos sistemas particula meio
aquoso e tém contribuido consideravelmente para o estudo das interfaces. A medida do
potencial zeta é, com freqiiéncia, a chave para compreender processos de dispersdo e
agregacdo em aplicagcdes tdo diversas quanto a purificacdo de dgua, moldes ceramicos
ou formulacdo de tintas e cosméticos.

Os processos de adsorcdo de proteinas nas superficies metdlicas alteram o
comportamento da dupla camada elétrica da interface eletrodo-solu¢ao de modo que

alteram a cinética de transferéncia de elétrons do eletrodo.
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Camada compacta ¢ amada difusa

Metal

Plano externo de Helmholtz

Plano interno de Helmholtz

Figura 6 - Modelo da dupla camada elétrica (Electric Double Layer,

www.chemistry.nmsu.edu/.../double_layer.html ).

Existem algumas formas de modificacdo das superficies eletroquimicas para o
desenvolvimento de biossensores estas por sua vez sdo exploradas com o objetivo de
promover um aumento das respostas eletroquimicas e manter a estabilidade das

biomoléculas tais como as lectinas.

1.3.5 Fatores que afetam a taxa de reagdo do eletrodo
Considerando uma reacdo completa do eletrodo, O + ne <> R, compostos de uma
série de etapas que causam a conversao das espécies dissolvidas oxidadas (O) para uma
forma reduzida (R) ambos em solucdo, ela pode ser governada pelos seguintes
processos (Bard et al., 2000):
1- Transferéncia de massa (ex: de O do volume da solucdo para a superficie do

eletrodo);
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2- Transferéncia de elétrons na superficie do eletrodo;

3- Reagdes quimicas precedidas ou seguidas de transferéncia de elétrons. Estes
devem ser processos homogéneos (ex: decomposicdo ou dimeriza¢do), ou
heterogéneo (ex: decomposicao catalitica) sobre a superficie do eletrodo;

4- Outras reagdes de superficie, tais como a adsor¢do, dessor¢ao, ou cristalizacao

(eletrodeposicao).

As reacdes mais simples envolvem apenas a transferéncia de massa de um
reagente para o eletrodo, transferéncia de elétrons heterogénea envolvendo espécies
ndo-adsorvidas e transferéncia de massa do produto para o volume da solu¢ao (Bard et

al., 2000).

1.4. MODIFICACAO DE SUPERFICIES ELETROQUIMICAS

1.4.1 Nanoparticulas

Nos ultimos anos a nanotecnologia tornou-se numa das mais importantes e
atrativas dreas de investigacdo, nos campo da Ciéncia dos Materiais, Fisica, Quimica,
Engenharia e Biologia. O corrente interesse na drea da nanotecnologia remonta aos anos
compreendidos entre 1996 e 1998 em que a Fundag@o Nacional para a Investigagdo
Cientifica dos EUA (National Science Foundation) decidiu realizar estudos na area da
nanotecnologia, tendo por objetivo fazer uma avaliacdo das suas potencialidades,
nomeadamente na inovacao tecnoldgica.

O prefixo nano é utilizado para estruturas nanodimensionadas (escala de 10”m),
as quais necessitam de ampliacdo com valores superiores a 10 milhdes de vezes. A

nanotecnologia refere-se a tecnologias em que a matéria ¢ manipulada a escala atdmica
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e molecular para criagdo de novos materiais € processos com caracteristicas funcionais
diferentes dos materiais comuns.

A juncdo da nanoengenharia com a biologia permite a manipulagao dos sistemas
vivos e/ou construcdo de materiais biologicamente inspirados a nivel molecular sendo,
atualmente, um dos grandes desafios no desenvolvimento de biossensores.

Uma classe especial de particulas coloidais é formada pelas nanoparticulas, que
sdo particulas de dimensdes nanométricas. Esta € uma regido de dimensdes em que as
particulas sd@o formadas por apenas alguns dtomos ou moléculas, ou poucas dezenas.
Portanto € uma regido muito especial, em que a matéria apresenta propriedades
intermedidrias entre as dos dtomos isolados e a dos sélidos ou liquidos em dimensodes
microscopicas ou macroscopicas.

Observagdes sobre as peculiaridades 6ticas de materiais nanoparticulados sao
muito antigas. Faraday observou as diferentes cores do ouro coloidal (cujos séis sdo
azuis ou vermelhos, dependendo dos métodos de preparacdo) e corretamente atribuiu
essas diferencas a mudancas em tamanhos de particulas de ouro.

Atualmente, um dos novos materiais, que ocupa muitos pesquisadores, € o silicio
poroso que € um material nanoparticulado que possui grande analogia com o ouro
coloidal de Faraday. O silicio monocristalino nao luminesce significativamente no
visivel. Contudo, nanoparticulas ou outras nanoestruturas do silicio luminescem
fortemente, o que € atribuido ao efeito do confinamento quantico, ou seja, o efeito do
tamanho das particulas sobre os niveis de energia dos elétrons que elas contém. Este
assunto recebeu muita atengdo, por causa da expectativa de que a luminescéncia do
silicio poroso venha a ser a base de dispositivos optoeletronicos integralmente baseados

em silicio.
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Além das suas peculiares propriedades eletrOnicas e Oticas, nanoparticulas
apresentam outra propriedade fascinante, a superplasticidade. Isto €, um sélido rigido e
pouco deformdvel pode ser moldado em objetos, mesmo a temperatura ambiente ou
temperaturas moderadas, com relativa facilidade (desde que esteja na forma de
nanoparticulas). A origem da superplasticidade é bastante simples, e pode ser resumida
em uma série de tres afirmagdes e uma conclusao:

a) a plasticidade de um sélido depende do seu volume livre, isto é, do volume que
ndo € efetivamente ocupado pelas nuvens eletronicas dos d&tomos constituintes;

b) o volume livre, em um sélido particulado, € maior na sua superficie que no seu
interior, devido as distancias interatdmicas serem maiores na superficie;

¢) nanoparticulas ttm uma elevada relagdo area superficial / volume, portanto:
nanoparticulas t€ém um volume livre maior que particulas do mesmo material

mas de dimensdes maiores, € sdo mais plasticas que estas.

1.4.2 Uso de Nanoparticulas

As nanoparticulas possuem propriedades fisicas e quimicas ndo-usuais,
dependendo do seu tamanho, formato e agentes estabilizantes. A catdlise pode ser
considerada como uma das mais populares aplicagdes dos metais de transi¢do,
especialmente os metais nobres, devido a elevada atividade catalitica para muitas das
reacOes quimicas. As nanoparticulas também facilitam a transferéncia de elétrons e
podem ser facilmente modificadas com uma grande variedade de biomoléculas e
ligantes. Tais caracteristicas e ainda a facil miniaturizacdo de dispositivos em dimensdes
nano fazem das nanoparticulas susceptiveis para aplicacdo em sensores
quimicos/bioquimicos. Nos ultimos anos tem aumentado o interesse do uso das

nanoparticulas na eletroquimica (Chiou et al., 1996, Zheng et al., 2000).
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A modificagdo da superficie do eletrodo, com nanoparticulas metélicas tem
levado ao desenvolvimento de vdérios sensores eletroquimicos. Em particular, as
nanoparticulas de platina, t€ém sido intensamente investigadas para o desenvolvimento
de eletrodos (Gamez et al., 1996, Antoine et al., 2001). Filmes de platina
nanoestruturados foram eletrodepositados sobre microeletrodos para aumentar a drea de
superficie com elevacdo das caracteristicas de transporte de massa e mostrou ser um
excelente sensor amperométrico para HO, em larga faixa de concentracdo (Evans et al.,
2002).

Em adicdo, as nanoparticulas de ouro (Yu et al., 2003, Pan et al., 2003), e
nanoparticulas de SiO, (Hilliard et al., 2002, Chen et al., 1996) estdao sendo largamente
utilizadas na constru¢do de biossensores eletroquimicos. A combinag¢do de materiais
nanométricos e biomoléculas sdo de interesse na biotecnologia e quimica bioanalitica,
pois as nanoparticulas (especialmente as nanoparticulas de ouro) podem promover um
bom desempenho dos biossensores pelo aumento da drea de superficie especifica e uma

excelente biocompatibilidade.

1.4.3 Adsorgdo de proteinas sobre superficies

O comportamento interfacial das proteinas em superficies tem atraido muita
atencdo nos ultimos anos em conseqiiéncia da necessidade imobilizar enzimas e
protefnas para a purificacdo, separagdo, e aplicagdes biotecnoldgicas (Fitzgerald et al.,
1989), e da necessidade de impedir a aderéncia de proteinas as superficies, devido aos
custos e aos problemas encontrados em superficies industriais (Dejong et al., 1997,
Changani et al., 1997), membranas de microfiltracdo (Marshall et al., 2003, James et
al., 2003), em dispositivos de implantes e biossensores médicos (Khan et al., 1996,

Kanagaraja et al., 1996).
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A interagdo entre proteinas e superficies € sensivel a alguns fatores que incluem
a conformacao, concentra¢io da proteina na solugdo, pH, forca idnica e temperatura do
eletrélito, e a carga da superficie e as caracteristicas de superficie dos metais em que a
adsorcdo ocorre. Conseqilientemente, estudos que conduzem a uma compreensao
fundamental das propriedades e dos mecanismos que governam a adsorcdo das

proteinas sdo particularmente importantes.

O interesse no estudo da adsorcdo de lectinas em superficies metélicas tem
promovido a elucidacdo dos fendmenos que governam sua adsor¢cdo, a interacdo
bioespecifica com acucares, e proporcionado o desenvolvimento de biossensores para
carboidratos. A avaliag¢do eletroquimica da interacdo proteina-carboidrato adsorvida em
superficie metdlica tem solucionado problemas, tais como a heterogeneidade,
complexidade de estudos com superficies celulares, e fraca afinidade de ligacao, que sao
limitadas pelas interacdes multivalentes das lectinas com os complexos de actcares na
superficie celular e com os receptores protéicos que contém miultiplos dominios de
reconhecimento a carboidrato (Boggs et al., 2004).

Estudos de avaliag¢do da interagdo de ConA-manose adsorvidos sobre eletrodo de
carbono vitreo permitiram demonstrar que o processo de sua interacdo a carboidratos
ndo foi afetado pela adsorcdo em filmes de coldgeno. A interacdo foi verificada através
de modificacdes na resposta do eletrodo. Através deste método houve seletividade da
ConA em relagdo a manose, enquanto que nao houve reconhecimento sitio-especifico
para glicose e galactose (Sugawara et al., 2006).

Uma das vantagens do processo de adsorcdo das lectinas em superficies
metalicas € a possibilidade de obter a constante de afinidade da interacdo lectina-
carboidrato através de técnicas como voltametria ciclica, microbalanca de cristal de

quartzo, superficie de banda de pldsmons e microscopia de for¢ca atdmica, elucidando
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eventos que governam a interacdo. Esta andlise pdde ser verificada em estudos da
lectina ConA com manose, galactose e lactose em monocamadas auto-montadas de
azido-agucares (Zhang et al., 2006).

Os estudos com as lectinas em superficies para o desenvolvimento de sensores
ndo servem apenas para obter informacdes sobre a cinética e dados termodinamicos do
reconhecimento lectina-agicar, ensaios mitogénicos, purificacdo de glicoproteinas,
isolamento de antigeno viral, estudos de aglutinacdo celular, agregacdo bacteriana
dentre outros, mas também podem ser usados para compreender as for¢as que governam

estas interagdes.

1.4.4 Superficies quimicamente modificadas

O desenvolvimento de sensores eletroquimicos € uma das dreas de maior e mais
rapido crescimento dentro da quimica analitica, principalmente, devido aos desafios
impostos pelas necessidades analiticas da industria nos seus diversos ramos, no controle
e vigéncia ambiental e investigagdes bioanaliticas (Gifford et al., 2006). Inicialmente, se
utilizaram para o desenvolvimento de sensores eletroquimicos os denominados
eletrodos base, os quais sdo compostos por metais ou ligas, grafite ou metais liquidos.
Tais eletrodos eram tteis para a determinacdo de algumas espécies quimicas de
interesse, mas apresentavam dificuldade de discriminar entre compostos alvos que
possuiam caracteristica redox similares, e sofriam com a passivacdo gradual de sua
superficie, que é conseqiiéncia principal da adsor¢ido dos produtos da prépria reacdo de
oxido-reducdo utilizada na detec¢do, ou ainda, dos subprodutos destas reagcdes que
podem se polimerizar e se depositar sobre a superficie dos eletrodos (Li et al., 2003,
Wang et al., 2000).

Com o objetivo de minimizar os supracitados problemas surgiram os eletrodos
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modificados. Através das modificagdes € possivel manipular e controlar, conforme a
finalidade da modificacdo, as propriedades fisico-quimicas da superficie eletrédica, de
forma a alterar a reatividade e seletividade do sensor base, favorecendo assim,
caracteristicas que podem contornar, efetivamente, muitos dos problemas apresentados
pelos sensores eletroquimicos tradicionais, como sensibilidade ou seletividade (Freire et
al., 2003, Pereira et al., 2002).

Na busca de maior seletividade e eficiéncia na transferéncia eletronica voltada
para o desenvolvimento de sensores eletroquimicos nasceram os biossensores, definidos
como um dispositivo que incorpora um elemento biolégico de reconhecimento
intimamente conectado a um transdutor (Eggins et al., 1996). Este componente
biolégico pode ser um microrganismo, um anticorpo, oligonucleotideos, lectinas,
enzimas ou qualquer outra biomolécula que possa interagir com substratos alvo
(Sotomayor et al., 2002). As enzimas e os transdutores amperométricos sao,
respectivamente, os componentes bioldgicos e transdutores mais comumente utilizados
na confecgdo de biossensores (Chaubey et al., 2002, Prodomidis et al., 2002).

O grande interesse por este tipo de dispositivo deve-se a combinagdo da alta
seletividade das enzimas em reconhecer compostos alvos com o acompanhamento
direto da reacdo biocatalitica através de um sinal de corrente (Chaubey et al., 2002), o
que permite a determinac@o de varios compostos de interesse de forma rapida, simples e
direta.

O acoplamento eletronico entre estas enzimas e o eletrodo nos biossensores pode
ser realizado por meio de diferentes mecanismos: a) pela eletroatividade do substrato ou
produto enzimdtico, biossensores de primeira geracdo (Zhang et al., 2000); b) pelo
auxilio de mediadores, livres em solucdo ou imobilizados juntamente com a enzima,

biossensores de segunda geracdo (Chaubey et al., 2002); e finalmente c¢) pela
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transferéncia eletronica direta entre a superficie do eletrodo e o centro ativo da enzima,
biossensores de terceira geracao (Jia et al., 2002).

Virias estratégias de imobilizacdo de enzimas na superficie de eletrodos como a
ligacdo covalente cruzada com glutaraldeido, a adsor¢do, a oclusio em matrizes
poliméricas e adsorc¢do sdo relatadas na literatura (Andreiscu et al., 2004, Deisingh et
al., 2004). A imobiliza¢do do elemento biolégico empregando-se monocamadas auto-
organizadas permite um maior controle da distancia e orientagdo do centro de 6xido-
reducdo em relacdo a superficie do eletrodo, facilitando a constru¢dao e o desempenho

dos biossensores (Gilard et al., 2001).

1.5 Construgdo de Biossensores

Os biossensores sdo instrumentos analiticos que possuem um sensor bioldgico
conectado ou integrado ao transdutor. O elemento bioldgico é capaz de detectar a
presenca, atividade ou concentragdo de um analito quimico em solu¢do (D’Orazio et al.,
2003). Como sensores bioldgicos podem ser utilizados: enzimas, anticorpos, células de
plantas e animais, fragmentos de DNA ou lipidios. O transdutor pode ser um eletrodo,
fibra Optica ou quartzo oscilante (Kauffmann et al., 2002). O objetivo do biossensor é
produzir um sinal eletrébnico que € proporcional a concentracdo de uma substancia
quimica especifica ou um grupo de substancias (Fig. 7).

O sensor bioldgico se integra ao transdutor de trés formas: preso a uma
membrana que é fixada na superficie do transdutor, adsorvido na superficie do
transdutor ou ligado através de ligacOes covalentes diretamente no transdutor, na qual

faz parte a constru¢do em polimeros.
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Figura 7 — Representaciio esquematica de um biossensor eletroquimico.

O reconhecimento de moléculas incorporadas apresenta um elevado nivel de
seletividade, mas € vulneravel a condicdes extremas de variacdo de temperatura, pH e
forca i6nica (Karyakin et al., 1999). Moléculas bioldgicas tais como enzimas,
anticorpos, DNA, etc., podem ser fixadas em uma matriz. A atividade de moléculas
imobilizadas depende da darea superficial, porosidade, carater hidrofilico da matriz
imobilizada, condi¢des de reacao e metodologia escolhida para a imobilizagao.

As técnicas de imobilizacdo de materiais mais utilizadas para desenho e
desenvolvimento de biossensores sdo: adsor¢cdo, armadilha (entrapment), ligacdo
cruzada (cross-linking) e ligacdo covalente (Fig. 8).

Biossensores apresentam aplicacdes na indudstria farmacéutica, na detec¢do de
doencas hereditarias, monitoramento ambiental para o controle de polui¢do, deteccio de
substancias quimicas perigosas e na industria de alimentos.

A deteccao de drogas, genes e outras substancias bioldgicas por biossensores
com DNA sdo baseados em fendomenos da quimica dos 4cidos nucléicos como, por
exemplo, hibridizacdo e ligag¢ao a drogas. A hibridizacdo envolve a imobiliza¢do de uma
sonda de nucleotideo, ligando-se a uma seqii€ncia complementar ao oligonucleotideo
alvo ou de um fragmento de DNA. Por outro lado, drogas ou intercalantes de bases
podem se inserir na dupla fita do DNA, sendo observada mudanga eletroquimica no

sistema (Cunningham et al., 1998).
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Figura 8 - Métodos de imobiliza¢do de biomoléculas. B: biomolécula.

O seqiienciamento completo do genoma de alguns organismos incluindo o
genoma humano leva a necessidade de novas metodologias de detec¢ao de DNA e seus
polimorfismos. A maior parte dos métodos se baseia na imobilizacdo de fragmentos
curtos de DNA de oligodeoxinucleotideos na superficie de 6xidos de metais, carbono
vitreo ou polimeros (Wang et al., 1996; Mazzarra et al., 1994).

Os imunossensores tém proporcionado a detec¢do de doencas e patdgenos.
Pathirana et al. (2002) utilizaram um imunossensor para deteccdo e quantificacdo da
bactéria patogénica Salmonella typhymurium através da imobilizacdo de um anticorpo
na superficie de um cristal de quartzo. A ligacdo entre a bactéria e a superficie muda os
parametros de ressonancia do cristal que sdo quantificados pela voltagem de saida do
sensor. O biossensor teve um limite de deteccao, de 10% a 10° unidades formadoras de
colonia (UFC)/mL, inferior a dose infecciosa de Samonella (105 UFC/mL). O sensor

preservou 75% da sua sensibilidade por um periodo de 32 dias.
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Os biossensores enzimaticos apresentam como principal vantagem a
especificidade, seletividade e pequeno tempo de resposta; e como desvantagens a
possibilidade de instabilidade (imobilizagdo em suportes ou utilizagdo das enzimas
naturalmente imobilizadas dentro das células) e em algumas reacdes ndo ha a
necessidade de co-fatores. Salgado et al. (1997), desenvolveu um biossensor de sacarose
imobilizando as enzimas invertase e mutarotase (por ligacdo cruzada) em pérolas de
vidro. O transdutor utilizado foi um eletrodo de pH. O biossensor foi integrado em um
sistema de andlise por inje¢ao em fluxo (FIA) e a faixa de medicao foi de 5 — 20 g/L
apresentando boa linearidade e reprodutibilidade e ganho de 5,2 mV.L/g.

A utilizacdo de microorganismos evita as etapas de purificacdo, preservando a
enzima em seu ambiente natural protegendo-a da inativagdo por agentes toxicos
externos, tais como, metais pesados. O uso de células € limitado pela baixa
especificidade quando comparada com os biossensores contendo a enzima pura e pelo
maior tempo de resposta. No entanto, quando a célula € permeabilizada a maioria dos
cofatores de baixo peso molecular saem da célula, minimizando reacdes nao-desejadas
(D'Souza et al., 2001).

No caso da enzima de interesse estar localizada no periplasma as células podem
ser empregadas sem permeabilizacdo. Tkac et al. (2001) utilizou células de
Gluconobacter oxydans (conhecida como bom oxidante de etanol) retidas na superficie
de um eletrodo amperométrico por uma membrana de acetato celulose. O sensor exibiu
boa estabilidade operacional. A sensibilidade do sensor foi de 3,5 HA/mM e uma faixa
linear de 2 — 270 uM com um tempo de resposta de 13s. No entanto o sensor nao é

especifico para etanol, detectando também propanol e butanol com a mesma

sensibilidade (Tkac er al., 2001).
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Recentemente tém sido desenvolvidos vdrios tipos de sensores utilizando
lectinas, seja para a identificacdo das mesmas ou com o intuito de investigar a interagao
lectina-carboidrato. Os métodos de investigacdo variam desde a adsor¢do direta das
lectinas em superficies metdlicas ou através de superficies modificadas.

A especificidade das lectinas as moléculas de carboidrato tem permitido o
desenvolvimento de sensores especificos para acucares, bem como de imunosensores
para deteccdo de lectinas. Eletrodo de platina modificado por silanizag¢ao foi utilizado
em estudos para a adsor¢do das lectinas WGA (lectina de gérmen de trigo) e proBI. A
partir disso, foi realizado um ensaio de reconhecimento destas lectinas utilizando seus
anticorpos especificos (Sadik et al., 2007).

No desenvolvimento de sensores para monitorar a interacdo de proteina-ligante
em sistemas in vivo foi desenvolvido um sistema com coldgeno em superficie de
eletrodo de carbono vitreo para avaliar a interacdo entre ConA e o monossacarideo
manose. Através da técnica eletroquimica de voltametria ciclica pdde-se verificar que a
lectina ConA tinha a seletividade de reconhecimento para este sacarideo quando em
filmes de coldgeno, mostrando esta metodologia ser promissora no advento de um
biossensor (Sugawara et al., 2006).

Sensores nao aliados a técnicas eletroquimicas também estao sendo propostos na
literatura utilizando a espectroscopia na faixa do UV-vis, tal como o desenvolvimento
de um filme de ConA-glicogénio em superficie de quartzo que € sensivel a presenca de
D-glicose e D-manose, sofrendo desintegracdo quando em contato com estes sacarideos,
podendo desta forma ser utilizado tanto como sistemas biosensiveis quanto para
sistemas de liberag@o controlada (Sato et al., 2005).

As superficies modificadas com carboidratos também tém atraido a atencdo no

desenvolvimento de sensores para lectinas de diferentes especificidades. O uso de
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azido-agucares (manose, lactose e galactose) mostrou ser eficiente para diferenciar a
lectina ConA da lectina de Erythrina cristagalli (ECL), através da voltametria ciclica e
da impedancia eletroquimica (Zhang et al., 2006).

Podemos observar a importancia em caracterizar e avaliar o desenvolvimento de
biossensores. Desta forma, técnicas como a espectroscopia de impedancia
eletroquimica, voltametria ciclica, microscopias de forca atomica e eletronica de
varredura se destinam para avaliar alteragdes do comportamento eletroquimico da
interface eletrodo-solug¢do pela presenca de biomoléculas, bem como a observacdo de

caracteristicas morfolégicas que elucidam pormenores de uma superficie modificada.

1.6 TECNICAS DE CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA

1.6.1 Espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE)

Envolve a aplicacdo de uma perturbacdo de potencial ou de corrente no sistema
sob investigacdo. A perturbacdo do sistema € feita mediante a aplicacdo de um potencial
continuo (potencial central aplicado) sobre a qual € superimposta uma varia¢ao senoidal
de potencial de pequena amplitude. Este método de aplicagdo do potencial possibilita
que o sistema seja perturbado empregando poucos milivolts, de forma a tornar possivel
a investigacdo de fendmenos eletroquimicos proximos ao estado de equilibrio. Além
disto, € possivel perturbar o sistema usando diferentes valores de freqiiéncia, pois a
onda de potencial € senoidal. Uma vez que a perturbag@o no sistema sob investigacdo €
de pequena amplitude € possivel empregar a técnica para a andlise de etapas de um
mecanismo reacional (Sluyters-Rehbech, 1994; Bard, 2001).

Na EIE surge uma corrente de natureza senoidal como resultado da aplicagcdo de

um potencial senoidal ao sistema. Mediante um monitoramento das relagcdes entre o
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potencial aplicado e a corrente sdo obtidas a impedancia do sistema e o angulo de fase
(defasagem da corrente em relagdo ao potencial aplicado).

O conceito de impedancia, originalmente introduzido para descrever a resposta
de sistemas compostos por capacitancias, resisténcias e indutancias, estendeu-se aos
sistemas eletroquimicos, uma vez que inimeros processos podem contribuir para a
relacdo entre a corrente e o potencial do sistema. Assim, a partir das medidas da
impedancia e angulo de fase é possivel avaliar processos como transporte de carga
(incluindo estimativa de velocidade de transferéncia), condutividade de filmes,
capacitancia redox e de dupla camada, coeficientes de difusdo de portadores de carga,
entre outros (Jiang et al., 2002).

A obtengao de informagdes a partir dos dados de impedancia eletroquimica pode
ser conduzida mediante a utilizagdo de diferentes modelos de medida, como circuitos
equivalentes ou modelos matematicos. A aplicagcdo de circuitos equivalentes tem como
fundamento as similaridades entre o comportamento da célula eletroquimica (Fig. 9a) e
um circuito elétrico de resistores, capacitores e indutores. Uma equivaléncia tipica entre
um circuito equivalente e um sistema eletroquimico é apresentada na Figura 9b. O
comportamento similar da dupla camada elétrica a um capacitor de placas paralelas
(modelo de Helmholtz) e a resisténcia a transferéncia de carga na interface
eletrodo/solucdo é conduzida pelos ions em solugdo, o efeito resistivo na solug¢do sobre
a migracgdo dos fons é representado por uma resisténcia Ry. Por outro lado, a introdugdo
de elementos capacitivos em um circuito promove uma defasagem entre a corrente € o
potencia. Desta forma, uma representacdo comum para a impedincia em sistemas
compostos por resistores e capacitores € através de um diagrama de fasores no qual a

impedancia apresenta uma componente real (resistiva) e imagindria (capacitiva).
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Para o circuito equivalente apresentado (Fig. 9b) as componentes real (Z°) e

imagindria (Z°") da impedancia do sistema sao:

R 2
Zv:RQ + ; ct > > . Z": aﬂdRCt

(Eq. 2)
onde, Rg - resisténcia da solucdo, Rer — resisténcia a transferéncia de carga, ® -
freqiiéncia angular e C4 — capacitancia da dupla camada elétrica.

Conforme pode ser observado nas expressdes (Eq. 2) na regido de altas
freqiiéncias a componente real da impedancia tende a Rg + Rer. Ao avaliar este
comportamento € possivel inferir como obter informagdes sobre a resisténcia da solugao
na regido de altas freqiiéncias e na regido de baixas freqiiéncias sobre os processos de
eletrodo (resisténcia a transferéncia de carga).

Pode ser verificado na expressao anterior que um grafico de Z” em funcao de Z~
resulta num comportamento circular (Fig. 9a) com raio de R¢1/2 e centro em Z'= Rg +
Re1/2 e 277 = 0. Neste contexto, a representacdo grafica Z”° (componente imagindria da
impedancia) vs Z~ (componente real da impedancia), também denominado diagrama de
Nyquist ou gréifico de Cole-Cole (Fig. 9¢), pode fornecer informagdes sobre as possiveis
naturezas dos elementos que constituem a impedancia do sistema (Zoltowsk, 1994;
Alves et al., 2002).

Adicionalmente, representacdes de log |ZI (IZI - médulo da impedancia) e
¢ (angulo de fase) vs log ® (o - freqiiéncia), chamadas de curvas de Bode (Fig. 9d), sdao
de grande importancia para a interpretacdo de dados provenientes da EIE, pois as
informacdes obtidas a partir destes graficos podem ser complementares as obtidas no
diagrama de Nyquist. Conforme pode ser observado na Fig. 9d, as altera¢des no médulo

da impedancia indicam os efeitos da resisténcia a transferéncia de carga no sistema.
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Figura 9 — Célula eletroanalitica tipica de trés eletrodos para uso em EIE (a): (1) eletrodo auxiliar, (2)

eletrodo de referéncia e (3) eletrodo de trabalho diagrama de esquematico de um circuito de Randles

superimposto a interface eletrodo/eletrélito (b), diagrama de impedancia (diagrama de Nyquist)

referente ao circuito equivalente apresentado na figura (c) e diagrama de Bode correspondente ao
diagrama de Nyquist apresentado (d).

Por outro lado, a medida que a freqiiéncia do sistema é aumentada observam-se
alteracdes no angulo de fase entre o potencial aplicado e a corrente resultante. Esta

alterac@o no angulo de fase possibilita a obtencdo de informagdes sobre a componente
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capacitiva do sistema, uma vez que as componentes capacitivas introduzem um
comportamento co-senoidal na corrente (Sluyters-Rehbech, 1994).

Desta forma, os efeitos da transferéncia de carga (Rcr), da dupla camada elétrica
(Cq), bem como os efeitos da solucao sobre a migracao de ions (Ry,), podem ser obtidos
mediante a avaliacdo de diagramas de Nyquist e curvas de Bode.

Adicionalmente, nos sistemas que apresentam efeitos significativos da
impedancia a transferéncia de massa (Zy,) a introducdo de um elemento denominado
impedancia de Warburg € feita com o propdsito de simular as caracteristicas do sistema
experimental, tanto em processos que sofrem difusdo linear, esférica ou sob convecgao
forcada. Neste contexto, um grande conjunto de fatores pode influenciar a impedancia
do sistema, como processos faraddicos, adsor¢do de espécies eletroativas e nao-
eletroativas, reagdes no eletrodo envolvendo a formacdo de intermedidrios estdveis e
heterogeneidade de superficies, de forma a proporcionar a EIE um amplo campo de
aplicacao.

A espectroscopia de impedancia eletroquimica tem sido amplamente aplicada,
com propdsito complementar aos mais variados setores da eletroquimica, como cinética
de eletrodo, estudos de dupla camada, processos em baterias, investigagdo sobre
processos de corrosdo, eletroquimica em estado sélido e bioeletroquimica (Fey et al.,
2003; Wang et al., 2001; Salkind et al., 2003; Cheng et al., 2002).

Mediante o emprego de EIE, Heiduschka e colaboradores (Rickert et al., 1996)
caracterizaram monocamadas auto-organizadas mistas de undecanotiol sobre ouro
modificadas com fragmentos de antigeno viral (epitopos), com o propdsito de reduzir a
necessidade de métodos de separacdo entre o antigeno e o anticorpo, minimizando o

dano ao receptor. Uma vez confeccionadas as monocamadas, as medidas de impedancia
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foram utilizadas para permitir o cdlculo da componente capacitiva do sistema, para o
monitoramento continuo de intera¢des entre o antigeno e o anticorpo.

Ouerghi e colaboradores (2001) aplicaram a EIE num sistema contendo poli-2-
ciano-etilpirrol modificado com anticorpo policlonal de coelho como sensor para o
antigeno policlonal de coelho. A EIE foi aplicada na investigagdo do aumento da
resisténcia do polimero, associado com o incremento da resisténcia a transferéncia de
carga, bem como para avaliar a redu¢do da impedancia difusional do sistema, pois
possibilita obter informagdes relevantes sobre as condi¢des de operagao optimizadas do
eletrodo de trabalho.

As aplicacdoes analiticas da EIE tém se estendido as investigacdes de
hibridizacdo de oligdbmeros de DNA, mediante o acompanhamento da impedancia total
do sistema. Estas investigacdes sdo possiveis, pois a impedancia total do sistema esta
associada ao aumento da componente capacitiva do sistema. Além disso, a componente
capacitiva do sistema € resultante de mudangas na densidade e mobilidade de ions
associados com a reacdo de hibridizacao (Guiseppi-Elie et al., 2004). Um trabalho de
estudo do DNA (Strasak et al., 2002), teve o propdsito de avaliar diferencas entre a
conformagdo duplo-heliptica e a conformagao simples, bem como a cinética de adsor¢ao
e mobilidade de segmento de polinuccleotideos adsorvidos, avaliaram a capacitancia

diferencial em eletrodos contendo DNA adsorvido.

1.6.2 Impeddncia em circuitos elétricos

As reacdes na interface eletroquimica abrangem tdpicos tais como a natureza da
interface eletrodo-solucdo, termodinamica e cinética de reacdes de eletrodo, bem como
efeitos de transporte de massa. Por sua vez, as reagdes eletroquimicas sdo, em esséncia,

reacdes quimicas e como regra ocorrem de acordo com principios quimicos gerais.
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H4, contudo, certas caracteristicas das reacgdes eletroquimicas que sdo Unicas.
Algumas delas envolvem a transferéncia de elétrons (sendo categorizadas, portanto,
como reagdes de Oxido-reducdo); sdo heterogéneas em natureza, o que implica em
cinética heterogénea e, portanto, depende das dimensdes, da drea do eletrodo e das
propriedades de interface do eletrodo (MacDonald, 1987); a corrente é uma medida
simples da velocidade da reacdo; mudancas na velocidade da reac@o sdo induzidas pelo
potencial e, a passagem da corrente através de uma célula eletroquimica representa a
transi¢cdo entre condutividade eletronica (no eletrodo) e condutividade idnica (na
solucdo). O tultimo item indicado implica que a corrente seria controlada ndo somente
pela resisténcia da solu¢do, mas em grande extensao pela impedancia da interface entre
eletrodo e solugdo.

Esta dltima, por sua vez, depende de fatores relacionados a velocidade de
transferéncia dos elétrons que fluem através da superficie do eletrodo (processo
cinético), da capacitincia interfacial e das limitagdes de transporte de massa. E muito
importante entender como a interface eletrodo/solucdo se comporta. A representagcdo de
uma interface eletrificada simples, isto é, quando a interface se comporta até certo ponto
analogamente a uma combinagdo em paralelo de um resistor Rcr € um capacitor Cy,

pode ser feita por um modelo de circuito equivalente (Fig. 10).
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Figura 10 - Circuitos elétricos equivalentes para interface eletrodo/solucdo e correspondentes curvas de

corrente-potencial (i — AE): altamente polarizdvel (a), reversivel (b) e intermedidrio (c) (de Carvalho et al.

2006).

O Rcr representa a relagdo entre corrente e potencial associada com o processo
de transferéncia de carga, a Cy representa a capacitancia associada com a dupla camada
elétrica, sendo ambos os parametros dependentes do potencial.

A Fig. 10a corresponde a situacdo em que Rer € muito grande. Nessas condi¢des
o potencial na interface pode ser modificado substancialmente sem ocasionar fluxo
significativo de corrente. Esta interface é chamada de interface polarizavel. A Fig. 10b
corresponde a situacdo oposta (i.e., Rer € muito pequena), onde o potencial € fixado
pela composi¢do da solucdo. Qualquer mudanca no potencial causa um fluxo

substancial de corrente até que uma nova situacdo seja estabelecida na interface, sendo a
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mesma denominada de interface nao polarizavel. A Fig. 10c representa o caso
intermedidrio, em que o Rcr tem certo valor finito.

No desenvolvimento de modelos baseado em métodos de EIE, a resposta da
célula eletroquimica é convencionalmente descrita por um circuito equivalente ou por
equagdes cinéticas que levam as fungdes de impedancia. De maneira geral, os modelos
de impedancia consistem em estabelecer equagdes que incluem a equacdo de Nernst-
Plank e de Poisson, além de condi¢cdes de contorno apropriadas ao sistema. Geralmente
¢ desejavel um modelo que tenha solugdo analitica. Os modelos podem ser expressos
em termos de andlogos de circuito elétrico, neste caso, a cada freqiiéncia, um circuito
equivalente fornece uma representacdo total da distribui¢do de potencial elétrico no
sistema e cabe ao analista relacionar qual é o modelo fisico que esta por trds do circuito
elétrico proposto.

Uma representacao tipica de um sistema composto por capacitores e resistores €
o circuito equivalente de Randles (Fig. 11) o qual € 1til para a anélise da impedancia
causada por uma reacdo de Oxido-reducio em uma interface -eletrodo-solucdo

(Boukamp, 1996).

RCT

Figura 11 — Circuito equivalente de Randles para uma interface eletrodo-solucio.

Estdo presentes quatro elementos neste circuito: a resisténcia da solugdo
eletrolitica, Rq  a impedancia de Warburg, Zw ou W, a capacitincia da dupla camada

elétrica, Cy), e a resisténcia de transferéncia de carga, Rcr. Os componentes, Rg € Zy,
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representam as propriedades da solugdo eletrolitica e a difusdo do par redox estudado,
respectivamente.

No circuito acima, a resisténcia dhmica estd em série indicando que a corrente
capacitiva e a faraddica passam pela solucdo, no entanto, a presenca dos elementos em
paralelo € devido a separacdo da corrente para O processo capacitivo € processo
faraddico. A capacitancia da dupla camada elétrica € representada por Cg por possuir a
caracteristica de capacitor.

Este modelo prevé que a corrente faraddica resultante das transferéncias
eletronicas na interface estd sempre associada ao componente capacitivo. Os
componentes do circuito e as diferentes regides de resposta em freqiiéncia representam
o processo eletroquimico global. A regidao de alta freqii€ncia estd associada com a
resisténcia da solugdo eletrolitica, Ro. A regido de freqii€ncias intermedidrias esta
associada com a transferéncia de carga na interface, Rcr. O efeito de relaxagdo
correspondente € apresentado no plano complexo (jZ”- Z’ ) com um semicirculo, cuja

constante de tempo € dada pelo produto RcrCy; (Fig. 12).

IUCE transferéncia L saturagao
solugao , de carga . difuséo de carga
I I
fo oo
P
N .
f=0
f
Re Re‘* Rer Re+Rer+RL
Z' Q

Figura 12 — Resposta do circuito de Randles idealizada no plano de impedancia complexa.
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Dois parametros sao obtidos da andlise do semicirculo: Rer que € a medida do
diametro e a freqii€ncia de relaxacdo caracteristica, fc, obtida no valor maximo do
semicirculo. Em baixas freqii€ncias a impedancia é caracterizada por processos de
transporte de massa por difusdo. Duas regides podem ser identificadas no plano de
impedancia complexa: uma regiao linear com angulo de fase m/4, correspondendo a
difusdo semi-infinita e representada pela impedancia de Warburg e uma segunda regiao
linear ainda em baixas freqii€éncias com um angulo de fase de n/2, associada com uma
resposta puramente capacitiva. Considerando uma reacao de eletrodo onde a etapa mais
lenta esta relacionada ao transporte idnico em direcao a interface, € razodvel considerar
que a cinética da reagao ¢ limitada por difusdo. Nestas condi¢des o processo de difusao
¢ progressivamente limitado pela acumulacdo de carga eletronica na interface do

eletrodo, resultando em uma capacitancia Cy, a qual pode ser obtida como segue:

C,=L"/3DR, (Eq. 3)

sendo que L € a espessura do eletrodo, D o coeficiente de difusdo do ion no eletrélito e
Ry € a resisténcia limite determinada pela intersec¢ao com o eixo real.

O circuito de Randles descreve adequadamente os processos que ocorrem na
regido de altas freqiiéncias. Contudo, na regido de baixa freqii€ncia, para eletrodos
porosos, a andlise é complexa e a interpretacdo fisica da Cp, ndo pode ser descrita como
uma capacitancia pura, sendo representada por um elemento de fase constante (CPE).

Uma vez escolhido o circuito elétrico que melhor descreve o processo, podem-se
relacionar as propriedades fisicas ou quimicas com elementos do circuito e extrair

valores numéricos de todos estes elementos, através de simulacdes dos dados
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experimentais, geralmente utilizando-se o método de minimos quadrados nao-linear,
com o auxilio de um programa computacional adequado.

Embora existam diferencas na complexidade e na estratégia de modelagem (e
ocasionalmente ha pontos que sao conflitantes) entre as diversas teorias, estas
apresentam similaridades estruturais importantes, sendo que em muitos aspectos sao
equivalentes. Em certos casos usando-se a aproximagado de circuito equivalente (CE) é
possivel que sistemas com difusdo pura e sistemas com difusdo e migracdo tenham a
mesma fun¢do de impedancia, apesar de apresentarem diferentes valores em alguns
parametros.

Os elementos de um circuito equivalente representam o0s VArios processos
envolvidos no transporte de massa e carga. A andlise dos graficos obtidos pela técnica
de espectroscopia de impedancia é simples quando hd o envolvimento dos elementos,
resisténcia e capacitancia, estando relacionados a processos fisicos especificos. No
entanto, o processo torna-se mais intricado a medida que os processos quimicos tornam-
se complexos necessitando de circuitos elétricos mais complexos.

Alguns programas foram desenvolvidos para facilitar a modelagem dos dados
experimentais aos circuitos equivalentes. Dentre estes programas tem-se o EQUIVCRT,
desenvolvido por Boukamp (1996) que ajusta todos os pardmetros do circuito
equivalente. O EQUIVCRT emprega o ajuste ndo linear de minimos quadrados, € o

parametro S nos fornece a qualidade do ajuste (Eq. 4).

S = ZWI(ZFQ - Zre(®) |-|(zim, - Zim(@))Y | (Eq. 4)
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Onde, Zre; e Zim; sdo os pardmetros experimentais, Zre(®i) e Zim(wi) sdo o0s
parametros calculados pelo programa segundo o modelo escolhido.

Para a utilizacdo do EQUIVCRT deve-se descrever o circuito elétrico que mais
se adequar ao sistema em andlise. Deve-se considerar que os circuitos elétricos podem
ser representados por elementos simples ou complexos.

Um elemento simples € um elemento com dois terminais e estd relacionado com
um processo simples tal como a resisténcia, a solucdo e a capacitancia da dupla camada,
os quais podem ser representados por R, resisténcia, C, capacitancia, L, indutancia e W,
impedancia de Warburg. J4 um elemento complexo pode ser definido como uma caixa

complexa com dois terminais contendo elementos em série e/ou paralelo.

1.6.3 Voltametria ciclica

A voltametria ciclica é a técnica mais comumente usada para adquirir
informagdes qualitativas sobre os processos eletroquimicos. A eficiéncia desta técnica
resulta de sua habilidade de rapidamente fornecer informacdes sobre a termodinamica
de processos redox, da cinética de reagdes heterogéneas de transferéncia de elétrons e
sobre reacdes quimicas acopladas a processos adsortivos (Brett e Brett, 1996).

Inicia-se a aplicacdo do potencial de um valor, no qual nenhuma reducio ocorre,
com o aumento do potencial para regides mais negativas (catédica) ocorre a reducdo do
composto em solugdo, gerando um pico de corrente proporcional a concentragdo deste
composto quando o potencial ja tiver atingido um valor no qual nenhuma reacdo de
redugdo ocorre. Posteriormente, o potencial é varrido no sentido inverso, até o valor
inicial, e no caso de uma reagdo reversivel, os produtos que tiverem sido gerados no
sentido direto (e se localizam ainda préximos a superficie do eletrodo) serdo oxidados,

gerando um pico simétrico ao pico da redugdo. O tipo de voltamograma gerado depende
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do tipo de mecanismo redox que o composto em questdo sofre no eletrodo, o que faz da
voltametria ciclica uma ferramenta valiosa para estudos mecanisticos (Lojou et al.,
2006).
Existem dois componentes principais que determinam as reacdes que ocorrem
no eletrodo, existe a transferéncia difusional de massa do analito em solu¢do para a
superficie do eletrodo, e a transferéncia heterogénea de carga entre o analito e o
eletrodo, em alguns casos ainda pode ocorrer reacdes quimicas acopladas a algum
destes processos. A equacdo de Butler-Volmer, equagdo bdsica da cinética
eletroquimica, expressa estas relagdes.
i on, F

= Ca, K, exp[—

(1—aln,

(E, —E®)]-Cb, K, exp| (E,. —E®)] (Eq.5)

(0.t

Para uma reacdo reversivel, ou seja, uma reagdo que ocorre com velocidade
suficientemente alta para estabelecer um equilibrio dindmico na interface, a equacao de
Butler-Volmer se reduz na equacdo de Nerst, pois como a cinética da reacdo de
transferéncia de carga € rapida, apenas a etapa de transferéncia de massa ird ditar as

regras do processo. A corrente do pico (em amperes) neste caso € dada por:
: o 2/ 1/2 142
i =(2.69x10°n*°AD, V'3 C, (Eq. 6)

Sendo que n € o nimero de elétrons envolvidos no processo, A, é a drea do
eletrodo (cmz), D, € o coeficiente de difusao (cmz. s'l) e C, € a concentragdo da espécie
em solucdo (mol.cm'3 ), v € a velocidade de varredura (V.s'l).

Para uma reacdo reversivel a corrente de pico varia linearmente com a raiz

quadrada da velocidade de varredura. Outros critérios para reversibilidade sdo a razdo

48



Oliveira, M.D.L.

da corrente de pico anddico e catddico igual a unidade e independente de v, sendo o
potencial de pico invaridvel com a velocidade de varredura de potencial.

Quando a velocidade de transferéncia de carga é lenta comparada com a
velocidade de varredura, as concentracdes das espécies oxidadas (O) e reduzida (R) ndo
serdo mais funcdo apenas do potencial, ndo possuindo, portanto um comportamento
nerstiano. Neste caso, os termos o (coeficiente de transferéncia) e Ks (velocidade de
transferéncia de carga) devem ser considerados. Nestas circunstancias, a equacdo que

descreve a corrente de pico (ipc) ¢ dada por:

ipe = (2.99x10% )n(em)*'? 4C, D, *v*" (Eq. 7)

Nestes casos, 0 voltamograma costuma apresentar apenas pico anddico, que ird
deslocar-se como aumento da velocidade de varredura. Além disso, este pico varia
também com o e Ks. Para uma reacdo eletrédica quase-reversivel a corrente é
controlada tanto pela etapa de transferéncia de massa como pela etapa de transferéncia
de carga. Sendo, portanto, a equagdo de Nernst apenas aproximadamente satisfeita.

A forma de aplicagdo do potencial na voltametria ciclica estd representada na
Fig. 13, o potencial é varrido linearmente com o tempo no eletrodo de trabalho
estaciondrio, em uma soluciao sem agitacao, usando um potencial em forma de triAngulo
(Fig. 13a). Dependendo da informag¢do desejada, simples ou mdltiplos ciclos podem ser
utilizados. Durante a varredura do potencial, o potenciostato mede a corrente resultante
desta corrente versus o potencial aplicado. Em alguns casos, instrumentos digitais ndo
possuem este mesmo padrdo de aplicagcdo de potencial. Porém, o potencial é aplicado na
forma de escada (staircase) como pode ser visto na Fig. 13b, com degraus de potenciais
pequenos (da ordem de 10 mV) e tempo de duragdo pequena (50 ms), onde a corrente € lida

apenas no final deste intervalo. Esse método substitui a contento a varredura linear.
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Figura 13 — Formas de aplicagdo do potencial para a voltametria ciclica: a) potencial com varredura linear

e b) potencial do tipo escada (www.maxwell.lambda.ele.puc-rio.br/cgi

bin/PRG_0599.EXE/5180_2.PDFE?NrOcoSis=13343&CdLinPrg=pt).

O objetivo desta variacdo € conseguir uma minimiza¢ao da contribui¢do da
corrente capacitiva na corrente total. Como as etapas de potencial sdo pequenas, as
equagdes para as respostas da voltametria ciclica sdo consideradas como idénticas das

provenientes da voltametria ciclica de varredura linear.

1.7 Microscopia de forca atomica (AFM)

H4 um grande nimero de microscopias de for¢a, das quais a primeira versao foi
o AFM, ou microscopia de for¢a atomica. Nesta, uma agulha ("tip") varre a superficie
de uma amostra, e a for¢a entre amostra e agulha provoca um deslocamento da agulha,
que € detectado e utilizado para a formag@o de uma imagem (Fukui, 1992).

Para compreender a natureza e intensidade das forcas entre a agulha e a

superficie, € preciso considerar as forcas de atracdo entre duas superficies, que € um
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tema tratado exaustivamente pela quimica coloidal. Estas forcas resultam das forcas de
London e Van der Waals entre dtomos das duas superficies, e dependem essencialmente
de dois fatores: as constantes de Hamaker da superficie e da amostra, e da distancia
entre elas. A andlise de curvas de for¢a versus distancia entre duas superficies (no ar)
mostra que a for¢a € atrativa, mas muito pequena a distdncias superiores a cerca de
10nm (nandmetros), torna-se importante a distancias de cerca de Inm e passa a ser
repulsiva quando as nuvens eletronicas dos dtomos formadores das superficies comegam
a se interpenetrar (Eisenschitz et al., 1930).

Portanto, existem vdrias maneiras de se varrer a superficie: a agulha pode estar
em contacto com a superficie, pode estar em nao contacto, sujeita a forca constante,
pode estar em contacto intermitente e ainda pode-se observar o deslocamento vertical da
agulha tanto quanto o seu deslocamento lateral. Além disso, a amostra pode vibrar com
uma frequéncia determinada, o que gera uma variacao periddica da forca entre amostra
e agulha; isso permite a formagdo de imagens através de medidas de forca ou de fase
(Fukui, 1992).

Além disso, a forca entre a agulha e a superficie pode ser muito alterada,
modificando-se a agulha: esta pode ser polarizada elétricamente, pode receber um
revestimento magnético, pode ser recoberta com diferentes substancias quimicas, tudo
isto de maneira a funcionar como uma sonda de vérias propriedades da superficie, ou de
seus diferentes dominios.

Os microscopios de varredura de for¢a criaram um grande ndmero de
possibilidades de aquisi¢do de informacdo experimental, que até recentemente eram
impensaveis. De grande interesse para a quimica € a possibilidade de se fazer medidas
diretas de forc¢a, envolvendo quantidades minimas ou mesmo uma tnica molécula, que

estd criando uma bioquimica baseada na observacdo de reagdes de moléculas isoladas.
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A utiliza¢do da microscopia de for¢a atdmica tem propiciado a caracterizagao de
superficies de filmes automontados de carboidratos modificados e lectina ConA,
podendo-se desta forma diferenciar uma superficie antes e apds a interagdo deste
biossensor com os acucares (Zhang et al., 2006). Eletrodos enzimaticos também tém
sido caracterizados por esta técnica que revelam caracteristicas morfoldgicas de cada
etapa do processo de adsor¢do, desta forma o biossensor contendo a enzima peroxidase
automontada em nanoparticulas de ouro e rede sol-gel pdde ser avaliado (Jia et al.,

2002).

1.8 Microscopias eletronicas de varredura e de transmissdo
As microscopias eletronicas tiveram e tém um papel importantissimo no estudo de
sOlidos. Suas principais versdes sdo: a microscopia eletronica de transmissao (TEM),
a de varredura (SEM) e a de transmissdao com varredura (STEM). A microscopia de
varredura € de longe a forma mais popular de microscopia eletronica, por vérias

caracteristicas:

1.As imagens tém aparéncia familiar, e sdo mais fdceis de interpretar que as de
transmissao;

2.A obtencdo de imagens e a preparacdo de amostras sdo mais simples e menos
trabalhosas;

3.Custo dos equipamentos ¢ menor, e o aprendizado necessario para conseguir usar
0s microscépios € relativamente simples;

4.Imagens que contém informagdo microquimica sdo obtidas com relativa
facilidade, seja usando detectores de elétrons retroespalhados, seja usando-se

detetores de raios-X produzidos pelo feixe de elétrons.
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Microscépios de varredura contemporaneos tém duas vantagens importantes sobre

equipamentos mais antigos:

1.0s microscopios “ambientais” (ESEM) permitem que se obtenham imagens de
amostras sob pressao relativamente elevada, o que impede a secagem drastica de
materiais sensiveis a perda de 4gua, como a maioria das amostras bioldgicas;

2.0s microscopios de alta resolugdo, cujo feixe € produzido por emissao de campo
(FESEM) alcangam resolucdo de 1nm (e mesmo superior), o que os leva até o

dominio de nanoestruturas e de pequenos agregados supramoleculares.

A microscopia de varredura revela a textura de superficies modificadas com
biomoléculas. O bioconjugado constituido por nanoparticulas de ouro, enzima
endoglucanase e poliuretano pdde ser caracterizado através da avaliacdo de superficie
de Si cobertas de nanoparticulas, endonuclease e poliuretano antes e apds a
bioconjugacdo (Phadtare et al., 2004). A enzima se dispde na superficie das esferas
isoladas do polimero, enquanto que apds a conjugacao um aglomerado € evidente.

Em microscopia eletronica de transmiss@o a imagem observada € a projecdo de
uma determinada espessura do material, havendo uma diferenca com relagdo ao
observado numa superficie. A Fig. 14 apresenta a projecio de uma lamina fina
conforme observada no microscopio de transmissao (Sawer e Grubb, 1994). Como pode
observado, ocorre uma projecdo das linhas, dreas e volumes de interesse, podendo

ocorrer superposigao.
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Figura 14 - Projecdo de vdrias espécies microestruturais contidas em uma lamina fina.

O contraste nas imagens formadas em MET tem diversas origens, tais como
diferenca de espessura, diferenca de densidade ou de coeficiente de absorcao de elétrons
(contraste de massa), difracdo e campos eldsticos de tensao.

Alguns autores obtiveram informagdes relevantes sobre a aglutinacdo
observadas com proteinas em nanoparticulas de ouro, tal como foi observado com
fibrinogénio quando posto em contato com o anticorpo anti-fibrina (Roy et al., 2007).
Desta forma este método presta-se para a identificacao de intera¢des entre biomoléculas,
sendo uma excelente ferramenta de caracterizacao.

Nosso objetivo nesta Tese € o desenvolvimento de um biossensor por
impedancia eletroquimica, para carboidratos utilizando eletrodo de platina e de ouro
modificados com ouro coloidal e polivinilbutiral como elemento de transducao de sinal
e as lectinas ConA e CramoLL imobilizadas sobre o eletrodo como elemento de

reconhecimento seletivo.
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1.9 Objetivos

1.9.1 Objetivo geral

Desenvolvimento de um sistema biossensivel baseado em lectinas (ConA e
CramoLL) para a deteccdo de glicoproteinas por impedancia eletroquimica e

voltametria ciclica

1.9.2 Objetivos especifico

s

Avaliacdo de cada etapa de modificacdo dos eletrodos metélicos (platina e ouro)
através de técnicas eletroquimicas;

Verificar o bioreconhecimento das lectinas ConA e CramoLL aos agucares
(glicose, glicogénio e ovoalbumina), via espectroscopia de impedancia
eletroquimica e voltametria ciclica;

Identificar o circuito equivalente que satisfaz a resposta impedanciométrica;
Caracterizar o sistema nanoAu-ConA-PVB-BSA frente aos soros contaminados
com os diferentes sorotipos da dengue por espectroscopia de impedancia e
voltametria ciclica;

Diferenciar o padrao de glicoproteinas do soro de pacientes com febre do dengue
(dengue cléssica), febre hemorrdgica do dengue (dengue hemorrdgica) e

pacientes com soro negativo.
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2.1. MATERIAIS E METODOS

2.1.1 Materiais e reagentes

A lectina Concanavalina A (tipo IV), soro albumina bovina (BSA, 99%), 4cido
tetracloroadrico e polivinilbutiral foram obtidos da Sigma (St. Louis, MO, USA). O
estabilizante citrato trissédico (99% de pureza) foi adquirido da Fluka (Buchs SG,
Switzerland). A glicose foi obtida de Rydel-de Haén AG (Seelze, Germany). Os
eletrodos de disco de platina e de ouro (2,3 mm de didmetro) foram adquiridos da Bio
Analytical Systems (West Lafayette, IN, USA), modelo MF 2013. Os reagentes
quimicos foram todos de grau analitico e as solugdes foram preparadas usando dgua

ultrapura obtida do sistema nanopure milli-Q (Billerica, MA, USA).

2.1.2 Preparo do ouro coloidal

Uma solucdo aquosa de nanoparticulas de ouro (1%, p/v) foi preparada pelo
procedimento de reducdo do 4cido tetraclorodurico com citrato de tri-sddio, que atua
como estabilizante a uma temperatura de 60-C por 35 minutos (Frens, 1973).

Foi preparada uma solu¢do de HAuCly e diluida em dgua (1:100). Posteriormente, foi
preparada uma solugdo de citrato de tri-s6dio a 1%. As duas solugdes foram aquecidas
em separado em um baldo de fundo redondo até atingir 60°C.

Em seguida, a solucdo de citrato de tri-sddio foi inserida no baldo contendo a
outra solu¢do sob agitacdo com o auxilio de uma seringa de Hamilton, para evitar
contato com o ar. Apds esta etapa a mistura aquecida por 35 minutos com temperatura

de 60°C obtendo-se um coldide réseo no final da reagéo.
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2.1.3 Imobilizacdao de ConA e CramoLL

Inicialmente o eletrodo de trabalho foi polido sobre um disco de feltro com uma
suspensdo de alumina com granulacdo de 0,05 wm e colocado sob sonicagdo por 5
minutos. Inicialmente os eletrodos de Pt e Au com 0,2 mm de didametro cada, foram
submetidos a um potencial fixo de +1,5 V por um periodo de 2 min e posteriormente a
0,5 V por 45 s, com uma solu¢do de NaOH 0,1 M para torna-lo anddico.

O eletrodo de trabalho, carregado positivamente, foi imerso dentro de uma
solucdo homogénea contendo a lectina ConA ou a lectina CramoLL, nanoparticulas de
ouro ¢ PVB ocorrendo adsor¢ao dos mesmos ao eletrodo pela técnica de automontagem
onde cada camada de moléculas sdo adicionadas passo a passo.

Foi preparada uma mistura de lectina (200 pg/mL) em tampao fosfato de sddio
(TFS) pH 7,0 em 4gua, e ouro coloidal numa propor¢do de 1:2 (v/v), ou seja, 300 uL. do
ouro coloidal para 150 puL da lectina, sendo a mistura agitada vigorosamente a
temperatura de 4°C em um banho de gelo durante 10 min. Apds este periodo foram
adicionados 3 mL de polivinilbutiral (2% p/v) ao béquer contendo nanoparticulas de
ouro e lectinas e agitado vigorosamente até a completa homogeneizacao.

Posteriormente o eletrodo de platina (Pt) e/ou eletrodo de ouro (Au) foi imerso a
mistura contendo nanoparticulas de ouro, lectina (ConA/CramoLL) e polivinilbutiral
por 30 min e entdo o eletrodo de Pt/Au foi removido (Fig. 15) e seco com o auxilio de
um jato de nitrogénio. Apds a modificagdo, o eletrodo foi incubado em uma solucdo de
albumina do soro bovino, BSA (0,2 % p/v) por 20 min a temperatura ambiente para
bloquear os grupos ativos remanescentes presentes no eletrodo.

Os sistemas compostos por nanoAu-ConA-PVB-BSA e nanoAu-CramoLL-

PVB-BSA foram utilizados para a deteccdao dos agucares glicose (monossacarideo),
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glicogénio (polissacarideo), ovoalbumina (glicoproteina) e lactose (dissacarideo), nas
concentracdo de 200 pgmL.

Os sistemas compostos pelas lectinas foram explorados na anélise de deteccao
da glicoproteina ovoalbumina, onde foram avaliadas as respostas impedanciométricas e
voltamétricas para as concentracdes de 25, 50, 100 e 200 ug mL com o objetivo de

avaliar a sensibilidade e viabilidade dos sistemas desenvolvidos.

() = panoparticula de ouro 1% (piv)

,-:.-" wp | ecting (200 pgiml)

e~ ==y Folvinilbutiral 9,1 % (piv)

1% Adicdo de PVB

I R

2%Incubacio do
eletrado por 30 min

Bt

Figura 15 - Representagdo da modificagio do eletrodo de trabalho.

2.1.4 Bioreconhecimento de glicoproteinas do soro de pacientes contaminados com

Dengue

Apés a obtengdo do sistema nanoAu-ConA-PVB-BSA, o eletrodo foi lavado
com dgua para remover as moléculas que ndo se adsorveram no eletrodo,
posteriormente o sistema foi exposto as glicoproteinas do soro (GS) de pacientes
infectados pela febre da Dengue (FD), com febre hemorragica da Dengue (FHD) e com

soro de pacientes nao contaminados.
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Os soros foram diluidos em tampao fosfato de sédio (TFS) 10 mM em pH 7,4

nas proporcoes de 1:10, 1:30, 1:50 e 1:80.

Os eletrodos de ouro modificados com o sistema nanoAu-ConA-PVB-BSA
foram expostos aos soros durante tempo de 10 min a temperatura ambiente. Em seguida
o eletrodo foi lavado com dgua para remover as moléculas ndo adsorvidas a eletrodo e
subsequentemente foram realizadas as medidas de voltametria ciclica, voltametria de

varredura linear e impedancia eletroquimica.

2.1.5 Medidas de espectroscopia na regido do UV-visivel-NIR

A interacdo da lectina ConA com as nanoparticulas de ouro através das forcas de
interacdo eletrostatica foi avaliada pela espectroscopia UV-vis-NIR com um
espetrofotometro modelo CARY 5 (Austrdlia). Foram utilizadas duas cubetas de
quartzo, onde inicialmente o equipamento foi calibrado com 4gua e em seguida as
andlises foram realizadas utilizando uma das cubetas como ref€rencia e a outra a
amostra em andlise. As medidas foram obtidas pela andlise das amostras contendo
apenas as nanoparticulas de ouro, € com as nanoparticulas de ouro em contato com a
lectina ConA. Assim foram obtidos dois espectros na faixa de varredura de 280 a 800

nm.

2.1.6 Medidas de espectroscopia de fluorescéncia

As propriedades de fotoluminescéncia foram avaliadas num espectrofluorimetro
PC1 (ISS, USA) a 25 + 1° C. As amostras foram colocadas numa cubeta de quartzo de 5
mL com caminho 6ptico de 1 cm e excitados na regido de 280 nm, enquanto que o

espectro de emissao foi gravado de 300 a 500 nm. Foram realizadas medidas da solu¢do
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da lectina ConA na concentragdo de 200 ug/mL e do sistema nanoAu-ConA na

propor¢ao de 3:1 das nanoparticluas de ouro e a lectina ConA.

2.1.7 Medidas de tamanho de particula e potencial zeta ({)

A distribuic@o do tamanho de particula do col6ide de ouro foi medida através do
método de espalhamento de luz, e o potencial zeta foi obtido através do método de
mobilidade eletroforética utilizando o equipamento Nano ZS90 (Malvern Instruments
Ltd., UK). A andlise do tamanho de particula foi realizada para o coléide de ouro e para
o sistema contendo nanoparticulas de ouro e ConA (nanoAu-ConA). O potencial zeta
foi medido para a lectina ConA, nanoparticulas de ouro e nanoparticulas de ouro-ConA.
As andlises foram realizadas em cubetas descartdveis onde as amostras foram injetadas

com o auxilio de seringas descartaveis.

2.1.8 Caracterizacdo por microscopia de varredura eletronica (MEYV), microscopia de
Jorca atomica (MFA) e microscopia eletronica de transmissdo (TEM)

As amostras para as medidas na microscopia eletronica de varredura (MEV)
foram preparadas pela incubagdo e formacao do filme de nanoparticulas de ouro e ConA
(nanoAu-ConA), polivinilbutiral (PVB), nanoparticulas de ouro com polivinilbutiral
(nanoAu-PVB) e nanoparticula de ouro, ConA e PVB (nanoAu-ConA-PVB).

As medidas de MEV de nanoAu-ConA-PVB foram realizada para confirmar a
adsor¢do de ConA sobre as nanoparticulas de ouro e a interacdo com PVB. Estas
medidas foram realizadas em um microscopio de varredura eletronica JSM 5900 (JEOL
instruments, Japao).

As amostras foram adicionadas sobre a superficie de eletrodos de disco de ouro e

em seguida as superficies foram secas com o auxilio de um jato de gas nitrogénio, apds
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esta etapa foi realizada a deposic¢ao de ouro sobre a superficie do eletrodo modificado e
posteriormente realizadaas as andlises de superficies.

As medidas de microscopia de forca atomica (MFA) foram realizadas pelo modo
de ndo-contato numa freqiiéncia e pressao constante de 100 kHz e 0,6 N/m,
respectivamente. As medidas no MFA foram realizadas sobre laminulas de vidro
hidrofilicas ap6s submeté-las a sonicacao em etanol, cloroférmio e dgua, e em seguida
secas com gas nitrogénio e entdo submetidas a andlise.

As amostras com o sistema nanoAu-ConA em contato com os soros de pacientes
com febre do Dengue, febre hemorragica do Dengue e paciente cm soro negativo foram
analisadas através da microscopia eletronica de transmissdo. Foram obtidas
microfotografias utilizando grades de cobre (400 mesh) cobertas, por carbono numa
voltagem de 80 kV em um microscépio Tecnai G* Spirit (FEI Company, USA)

equipado com uma camera do tipo CCD.

2.1.9 Medidas de voltametria ciclica e espectroscopia de impeddncia

Os experimentos de voltametria ciclica e de espectroscopia de impedancia foram
realizados em um potenciostato EG&G PAR 263 A (USA) com interface com um
analisador lock-in PerkinElmer 5210 (USA) numa célula convencional de trés eletrodos
(Fig. 16). Os eletrodos de trabalho utilizados foram de platina ou ouro modificados com
nanoparticulas de ouro, polivinil butiral e lectinas ConA e CramoLL, eletrodo de ouro

como contra eletrodo e o de referéncia foi o Ag/AgCl saturado com KCI.
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Figura 16 - Representacdo da cela eletroquimica utilizada nos experimentos. 1) Eletrodo auxiliar, 2)

Eletrodo de referéncia e 3) Eletrodo de trabalho.

Os experimentos de voltametria ciclica foram realizados apds cada etapa da
montagem do eletrodo na presenca de uma solu¢do de 10 mM de ferro-ferricianeto de
potassio, Kj3[Fe(CN)s]/K4[Fe(CN)s], (1:1) como indicador redox em NaCl 0,15M. A
presenca do par redox tem a func@o de indicar um possivel bloqueio da superficie do
eletrodo de trabalho, uma vez que estas espécies apresentam picos de corrente
anddicotatédico bem definidos. A varredura de potencial foi de —0,2 a 0,7 V com
velocidade de varredura de SOmV/s.

As medidas de impedancia eletroquimica foram realizadas na mesma solugdo de
ferro-ferricianeto de potdssio nutilizado com par redox numa faixa de freqiiéncia entre
100 mHz a 100 KHz com um potencial de amplitude alternada de 10 mV em potencial
de circuito aberto. As medidas de impedancia eletroquimica foram realizadas apds cada

etapa de midificacdo do eletrodo de trabalho. Para se observar diferencas nas respostas
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impedanciométricas do sistema nanoAu-ConA-PVB-BSA em contato com os diferenets
soros de pacientes contaminados e ndo contaminados com a dengue, foram aplicados
potenciais no eletrodo de trabalho na faixa de -0,1 a 0.4 V.

Ap6s cada medida foram coletados os graficos de Nyquist e de Bode através dos
quais realizou-se a obten¢ao das resisténcias de transferéncia de carga e capacitancia da

dupla camada elétrica.
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3.1 RESULTADOS E DISCUSSAO

As lectinas sdo proteinas oligoméricas que se ligam especifica e reversivelmente
a carboidratos estando presentes em microrganismos (virus, bactérias e fungos), animais
e plantas (Lis e Sharon, 1998). Existem lectinas que pertencem a familia das
leguminosas (Prabu et al., 1999) e de animais, tais como, as galectinas (Barondes et al.,
1994). No entanto, o tecido mais rico em lectinas sdo as sementes das plantas
leguminosas, sendo atualmente as mais estudadas. Sua especificidade para
glicoconjugados tem encontrado muitas aplicagdes em pesquisa biotecnoldgica (Sharon
e Lis, 1990). A lectina de Canavalia ensiformis (feijdo de porco), conhecida como
Concanavalina A (ConA), é uma lectina especifica para glicose/manose (Glc/Man). De
acordo com o pH do meio em que se encontra, esta lectina pode assumir duas
conformagdes, em pH 5 se encontra na forma de dimero, enquanto que, em pH alcalino
(acima de 7) a conformacdo de tetramero € predominante. Adicionalmente, € importante
salientar que a ConA também exibe elevada afinidade para oligossacarideos presentes
nas glicoproteinas e glicolipidios (Mandal et al., 1994).

A lectina de Cratylia mollis (feijao Camaratu), conhecida como CramoLL (Cra),
da familia Fabaceae, pertence a classe das lectinas que se ligam a manose/glicose e tém
sido purificada e caracterizada das sementes de uma planta nativa do Nordeste
brasileiro. A lectina em seu estado nativo tem um PI de 8,5-8,6 e uma cadeia
polipeptidica principal de 31 kDa (Correia e Coelho, 1995). Assim como a ConA, a
lectina CramoLL reconhece oligossacarideos presentes nas glicoproteinas e
glicolipideos.

A adsor¢do de lectinas e pequenas moléculas sobre a superficie de
nanoparticulas metdlicas é uma estratégia de deteccao das interagdes especificas entre as

lectinas e carboidratos, permitindo desta forma a captacdo dos efeitos desta interagao.
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Nanoparticulas de ouro coloidal t€ém sido extensivamente aplicadas como um suporte de
imobilizacdo de biomoléculas, retendo a bioatividade de tais moléculas, como por
exemplo, proteinas (Brown et al., 1996), enzimas (Willner et al., 1994) e anticorpos
(Dequarie et al., 2000) além de promover uma direta transferéncia de elétrons das
proteinas imobilizadas para a superficie do eletrodo (Xiao et al., 2000). Muitos
imunosensores sdo baseados em métodos de imobilizagdo sobre uma membrana
polimérica, camada de silano, filmes de Langmuir-Blodgett e filmes automontados.
Recentemente, um imunosensor potenciométrico para deteccdo do antigeno da difteria
foi desenvolvido com o uso de nanoparticulas de ouro e polimero polivinil butiral
através da técnica de adsorcdo por interacdo eletrostitica (Tang et al., 2004). Tem sido
relatado que algumas proteinas, por exemplo, a glicose oxidase e a peroxidase, retém
sua atividade bioldgica apds terem sido adsorvidas sobre as nanoparticulas de ouro
(Tang et al., 2000, Lei et al., 2004).

O uso de nanoparticulas metdlicas tem sido de fundamental importancia devido a
sua habilidade de evitar a perda da atividade bioldgica de proteinas, j& que com o
estabelecimento do contato das proteinas com a interface metdlica do eletrodo de
trabalho as mesmas podem sofrer desnaturagdo o que leva a perda da sua atividade

bioldgica (Martin et al., 1998).

3.1.1 Caracterizagdo do sistema coloidal nanoAu-ConA e nanoAu-ConA-PVB

O espectro de UV-visivel-NIR da solucdo de nanoparticulas de ouro e a solucao
de nanoparticulas de ouro apds a adicdo da lectina ConA pode ser visualizado na Fig.
17. A ressonancia de superficie de plasmons da solucdo coloidal de ouro pode ser

claramente vista em cerca de 527 nm (Fig. 17).

67



Oliveira, M.D.L.

Para a interacdo da solug@o coloidal com a lectina ConA, a amostra foi mantida
sob agitacdo, e pode ser visualizada uma queda da intensidade da ressonancia de
superficie de plasmons devido a diminui¢cdo na concentragdo das nanoparticulas de ouro
na solucdo (Fig. 17). Comportamento similar foi observado por Phadtare e
colaboradores (2004) quando foi realizada a interacdo de microesferas de nanoparticulas
de ouro-poliuretano com endonuclease, ndo havendo modificacdo do sitio catalitico
desta enzima ja que a mesma permanecia com a sua atividade catalitica. A banda de
plasmons € deslocada para 531 nm (Fig. 17) indicando uma agregacdo das
nanoparticulas de ouro, o que indica a possibilidade da lectina ter adsorvido sobre a
superficie das nanoparticulas de ouro possivelmente por interacdes eletrostaticas (Sastry
et al., 2002).

Em alguns estudos as nanoparticulas de ouro sdo usadas extensivamente em
andlise biomimética em sistemas de imobilizacdo para estudar macromoléculas, tais
como proteinas, enzimas e anticorpos (Gu et al., 2004). O uso das nanoparticulas
possibilita reter as propriedades biolégicas das macromoléculas testadas (Xiao et al.,
1999), além das nanoparticulas de ouro promover um aumento da sensibilidade das

reacoes redox.
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Figura 17 — Espectro de UV-visivel-NIR das nanoparticulas de Au puras e com lectina ConA.

A técnica de espectroscopia de fluorescéncia foi utilizada para monitorar a
interacdo da lectina ConA as nanoparticulas de ouro (Fig. 18). O processo de adsorcao
da ConA as nanoparticulas resulta na diminuicdo da intensidade da fluorescéncia, tal
resposta confirma a interagdo da ConA com a nanoparticula de ouro. A diminui¢do da
fluorescéncia pode ser devido a novos caminhos de transi¢do de elétrons do estado
fundamental (Sy) para o estado excitado (S;) e finalmente retornando para o Sy, através
da interacdo entre a proteina e as nanoparticulas, ou seja, a fluorescéncia emitida pelos
aminodcidos aromadticos das proteinas pode ter as transi¢des modificadas pela presenca
do gas de elétrons presentes na superficie das nanoparticulas de ouro. Tal afirmacgao
pode ser confirmada a partir de cdlculos de segunda derivada, os quais indicam
possiveis modificacdes que possam ocorrer na arquitetura molecular através de

processos que provoquem desnaturacdo protéica.
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Figura 18 — Espectro de fluorescéncia de ConA no seu estado nativo e do sistema nanoparticula de Au-
ConA.

A partir da Fig. 18 pode ser visualizado que nao houve deslocamento no maximo
da luminescéncia da proteina, fluorescéncia esta atribuida ao aminodcido triptéfano,
indicando que ndo houve modificacio da arquitetura molecular da lectina,
demonstrando desta forma, que ndo houve exposicao do residuo de triptéfano de um
ambiente hidrofébico para um hidrofilico.

Pode ser verificado que a distribui¢do do tamanho de particulas de ouro depende
do modo como os dados sdo apresentados, em relagdo ao volume e a intensidade. A
Figura 19a (volume X tamanho de particulas) demonstra que o coldide possui
predominantemente uma populacdo de nanoparticulas homogéneas e com tamanho
menor que 4 nm. Contrariamente, ao se analisar a intensidade de luz espalhada X
tamanho de particulas se observa um sistema heterogéneo e aglomerados de 1 a 100 nm
(Fig. 19b). Portanto, esta andlise mostra que dispomos de uma populagdo de particulas

heterogénea e uma distribui¢do bimodal.
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Figura 19 — Distribui¢do de tamanho de particulas do coléide de ouro em fun¢@o do volume (a), em
funcdo da intensidade (b), distribui¢do do sitema nanoAu-conA em fun¢do do volume (c) e da intensidade

(d).

71



Oliveira, M.D.L.

A massa relativa € determinada pela distribui¢do do volume, mas a visibilidade
das particulas serd influenciada pelos grandes aglomerados que interagem
eficientemente com a luz fazendo com que eles sejam observados facilmente.

Ao analisar o tamanho do sistema ConA-nanoparticula de ouro em func¢do do
volume observa-se um aumento no tamanho de particulas devido ao aglomerado
formado através da interacdo da proteina com as nanoparticulas (Fig. 19c), cujos
tamanhos estdo acima de 10 nm e, sendo possivel, observar uma pequena populagio
quase que desprezivel de particulas na faixa de 100 nm. Com relacdo a intensidade de
luz dispersa foi verificada a presenga de particulas com diametro variando entre 10-130
nm (Fig. 19d).

As biomoléculas tais como proteinas e DNA possuem uma carga eletrostatica
intrinseca devido aos residuos de aminodcidos e as cargas negativas do grupo fosfato,
respectivamente. E desta forma as nanoparticulas inorganicas podem ser afetadas pelo
ataque destes grupos em sua superficie.

A sintese das nanoparticulas de ouro resultou em particulas com carga global
negativa como pode ser visualizado na Fig. 20, devido a presenca do citrato de tri-s6dio
e desta forma podem ser utilizadas em estratégias de imobilizacdo por automontagem
eletrostitica com as cargas opostas das biomoléculas, o que demonstra a viabilidade de
interacdo entre nanoAu e ConA. Outros autores verificaram interacdes deste tipo entre
acidos graxos e coldide de ouro sobre substrato de ouro mostrando a possibilidade deste
método como forma de imobilizar biomoléculas sobre uma superficie (Sastry et al.,
2002).

O potencial zeta, medido através da técnica de mobilidade eletroforética,

demonstrou que as nanoparticulas de ouro apresentam um { de -40,02 mV, quando a

ConA ¢ adsorvida na superficie das nanoparticulas é possivel obter um { de -11,22 mV
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(Fig. 20). Tal comportamento pode nos indicar uma reducdo da densidade de carga
negativa efetiva na superficie da nanoparticula de Au como resultado da adsor¢do da
lectina sobre a superficie das nanoparticulas. As nanoparticulas de ouro carregadas
negativamente com os anions citrato reagem com proteinas através de forcga
eletrostética, ponte de hidrogénio e por interagdes hidrofébicas para formar um grande
volume de agregados caso exista a presenca de residuos de aminodcidos carregados

positivamente nesta proteina de estudo.

Como o ponto isoelétrico (PI) da lectina ConA € no pH 5,0, no pH em que
estamos analisando (pH 7,4) a densidade de carga da proteina € bem menos negativa
que as nanoparticulas de ouro, favorecendo a interacao entre as nanoparticulas e a ConA

longe do ponto de madxima precipitacdo desta proteina

Amostra 3

Amostra 2

Amostra 1

0 . ~10 . -1:0 . -3ID . =40 . -50
Potencial Zeta (mV)

Figura 20 — Medida do potencial zeta de solug@o da lectina ConA (amostra 1), do coléide de ouro

(amostra 2) e do sistema nanoAu-conA (amostra 3).
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A Fig. 21 mostra as micrografias de microscopia eletronica de varredura da
adsorcdo dos sistemas nanoAu-ConA (Fig. 21a), filmes de PVB (Fig. 21b), nanoAu-
PVB (Fig. 21¢) e nanoAu-PVB-ConA (Fig. 21d) sobre um substrato de ouro (Au). Na
Fig. 19a se pode observar apenas a caracteristica da superficie de Au, isto € devido ao
fato do limite da resolucdo da microscopia de varredura utilizado que niao permite a
visualizacdo das nanoparticulas de ouro que apresentam tamanho médio de 10nm (ver
Fig. 19).

Na figura 21b fica evidente o revestimento total da superficie do substrato de Au
por um filme homogéneo de PVB, resultado este confirmado pela voltametria ciclica
que indicou o revestimento da superficie do eletrodo utilizado.

Observa-se na Fig. 21c que ocorreu a formagdo de um filme sobre a superficie
do substrato de Au, além de se evidenciar a presenga de microparticulas poliméricas,
constituidas de PVB, e que possivelmente atuam englobando as particulas menores de
Au, ndo sendo possivel a visualizagao das nanoparticulas de ouro. A andlise da Fig. 21d,
constituida pelo sistema nanoAu-ConA-PVB, ndo apresenta diferencas significativas
quando comparada com a microfotografia da amostra nanoAu-PVB (Fig.21c¢).

Contudo, uma maior aproximacdo das particulas do sistema nanoAu-ConA-PVB
denota a presenca de pequenos pontos claros presentes na superficie das supracitadas
microparticulas denotando a possivel formagdo de agregados entre as nanoparticulas de
Au e proteinas que podem estar presentes, possivelmente formando uma rede
tridimensional destes aglomerados, tanto na superficie quanto no interior das

microparticulas poliméricas (Fig. 21e).
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e i N Y P =

Figura 21 — Micrografias de microscopia de varredura de nanoAu-conA (a), PVB (b), nanoAu-PVB (c),

nanoAu-ConA-PVB (d) e maior aumento de nanoAu-ConA-PVB (e).
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O possivel modo de interacdo do sistema constituido de nanoparticulas de ouro,
lectina ConA e o polimero polivinilbutiral pode ser visualizado no Fig. 22.

As nanoparticulas de ouro tém sido utilizadas com sucesso na ligacdo com
enzimas tais como a pepsina (Gole et al., 2001a), protease flingica (Gole et al., 2001b) e
endoglucanase (Gole et al., 2002a). Esta ligacao é promovida por interagdes de grupos
amino e residuos de cisteina com as nanoparticulas de ouro, além disso, aminodcidos e

proteinas podem ser imobilizados sobre as nanoparticulas de ouro sem modificacdes.

o == Nanoparticula de ouro 1% (piv)

.. == Lectina (200 pg/mL)

,_\_/- == Polivinilbutiral 0,1 % (p/v)

1° Adicédo de PVB

=

2° Incubacgido do
eletrodo por 30 min

Figura 22 — Representag@o da formacdo do compdsito polivinilbutiral-nanoparticula de Au-ConA

adsorvido na superficie do eletrodo.

Para monitorar a interacdo das nanoparticulas de ouro com a lectina ConA o
AFM foi utilizado para fornecer uma imagem apds a incubagdo de uma superficie de
vidro com o sistema nanoAu-ConA.

Na Fig. 23 podemos observar a morfologia das nanoparticulas de ouro em
presenca da lectina ConA através da técnica de microscopia de forca atdbmica em modo

ndo-contato. Para a realizacdo das medidas uma solu¢do de nanoAu-ConA foi
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depositada sobre uma superficie de laminula de vidro previamente tratada para se tornar
hidrofilica.

A Fig. 23a mostra que as nanoparticulas de ouro apresentam formato esférico e
aglomerados homogéneos em algumas regides o qual pode ser atribuido a interagdo da
lectina com as nanoparticulas. Tal caracteristica de formagdo de aglomerados também
pode ser confirmada nas medidas de tamanho de particulas (Fig. 19) que indicam que

houve a formagdo de aglomerados.

428,3 nm

222,9 nm

328,3 nm

296,4 nm

Figura 23 — Imagens de microscopia de for¢a atdmica de nanoAu-ConA. a) presenga de nanoparticulas

isoladas e em aglomerados, b) visualiza¢@o de uma nanoparticula de ouro isolada.

A visualizacdo desta imagem ¢é determinada através da deflexdo do cantilever

proporcionadao pela resposta das forcas de interagdes atdomicas entre a ponteira € o
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substrato. As forcas de interacdes entre moléculas da superficie da amostra com
moléculas imobilizadas na ponteira resultam na deflexdao do cantilever, o qual atua

como um transdutor de forga.

3.2 Caracterizacdo eletroquimica

Uma andlise prévia de parametros necessarios para o desenvolvimento do
biossensor nanoAu-lectina-PVB, foi realizada com o objetivo de estabelecer as
melhores condi¢des para se trabalhar com a lectina ConA e de acordo com estas
informacdes também aplicar as condicoes estabelecidas para CramoLL.

Primeiramente foi estabelecido o tempo de incuba¢do do compdsito sobre a
superficie do eletrodo de platina. Foram testados os tempos de 10, 20 e 30 min, onde
podemos observar que houve adsor¢do do sistema nanoAu-ConA-PVB nos tempos pré-
determinados (Fig. 24a). Nos voltamogramas ciclicos houve uma diminui¢do dos picos
anddicos e catédicos, sendo que esta diminui¢do apresenta um comportamento linear
que representa a quantidade de material adsorvido no eletrodo, onde quanto maior o
tempo mais material encontra-se sob o eletrodo indicando uma cinética de adsorcao.
Pode-se observar esta diminui¢do quando comparamos os voltamogramas obtidos com a
resposta do eletrodo de Pt limpo representado no detalhe da Fig. 24a. Neste
voltamograma podemos evidenciar os picos anddicos e catddicos do ferri-ferrocianeto
de potéssio na superficie limpa da Pt. Também foi possivel verificar que nos graficos de
Nyquist houve um incremento gradativo do Zre o que denota uma diminui¢do da
propriedade capacitiva da interface eletrodo-solucdo pelo aumento da resistividade do
sistema proporcionado por uma maior exposicao do eletrodo de Pt ao sistema nanoAu-

ConA-PVB (Fig 24b).
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De acordo com os resultados obtidos o tempo selecionado para os estudos
subseqiientes foi o de 30 min, o que garante a aderéncia do material em estudo. Na
avaliacdo da cinética de adsorcdo da lectina, analisamos o efeito da concentracdao de

ConA (ug/mL) nas respostas eletroquimicas da voltametria ciclica e da impedancia.
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Figura 24- Avaliacdo do tempo de incubacio de nanoAu-ConA-PVB em solugio ferro/ferricianeto (em
TFS 10mM em H,O pH 7,4). a) Voltamogramas ciclicos (velocidade de varredura foi de 50 mV.s-1 e E,
=0,1V,E;=0,7VeE;=-0,2V), b) diagrama de Nyquist. ® Tempo de 10 min; m Tempo de 20 min;

Tempo de 30 min.
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A lectina foi dissolvida em tampao fosfato de sédio pH 7,4 em &4gua para
garantir a neutralidade do meio, bem como as andlises foram realizadas com a ConA na
forma de um tetramero garantindo, desta forma, que as informacdes obtidas relatem

apenas o efeito da concentragdo lectinica sobre a superficie em estudo.

1,2x10' nanoAu-Con A

1,0x10*
8,0x10°-

6,0x10°1 a

Zim

4,0x10°4 o . .

T T T T T v T T T T
0,0 2,0x10° 4,0x10° 6,0x10° 8,0x10° 1,0x10° 1,2x10°
Zre
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8,0x10° e / b
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Figura 25 - Diagrama de Nyquist da avaliacdo do efeito da concentracido de ConA, em solugdo

ferro/ferricianeto (em TFS 10mM em H,O pH 7.4). a) m Eletrodo Pt limpo; m ConA 25 pg/mL; m ConA

50 pg/mL; m ConA 100 pg/mL; m ConA 200 pug/mL, b)Valor de Zre em funcdo da concentracdo.
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O efeito da concentracdo foi analisado para os sistemas nanoAu-ConA e
nanoAu-ConA-PVB, onde avaliamos a lectina num sistema coloidal e num sistema sol-
gel respectivamente. Pode-se observar nos diagramas de Nyquist que ao aumentarmos a
concentracdo da lectina ocorre um aumento proporcional do diametro da impedancia
(Zre), a superficie do eletrodo estd sendo bloqueada pela presenca da proteina levando
ao comportamento linear abaixo (Fig. 25).

Ao analisar o efeito da concentracdo para o sistema nanoAu-ConA-PVB
verificamos que assim como para o sistema nanoAu-ConA, houve um aumento
gradativo da componente Zre da impedancia (Fig.26), de modo que este aumento foi
maior que quando tinhamos apenas as nanoparticulas de ouro presentes no meio, através
do qual podemos verificar que hd um efeito de bloqueio da superficie devido a lectina

ConA como também do polimero PVB.

A membrana de PVB pode agir como um isolante elétrico € como uma camada
que bloqueia o transporte de massa, blindando a difusdo através da superficie do
eletrodo. Mesmo com a adi¢do do PVB ndo verificamos um bloqueio completo da
superficie do eletrodo, pois as nanoparticulas de ouro demonstram ter um efeito
marcante sobre a propriedade de barreira do PVB. Além disso, as nanoparticulas de
ouro podem favorecer a transferéncia de elétrons entre o par redox ferri-ferro e a
superficie do eletrodo, ja que o sistema contendo PVB forma um arranjo continuo entre

as nanoparticulas e o eletrodo.

Estudos com nanoparticulas de Ag-Au mostraram que a enzima glicose oxidase
ndo sofreu perda de sua atividade e que esta proteina pdde ser solubilizada dentro das
microparticulas do polimero promovendo boa atividade e estabilidade da enzima

imobilizada sobre eletrodo de Pt, o que demonstra que os sistemas com PVB sdo tteis

81



Oliveira, M.D.L.

no processo de imobiliza¢do de proteinas sobre uma superficie de eletrodo (Ren et al.,

2005).
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Figura 26 - Diagrama de Nyquist da avaliacdo do efeito da concentra¢do de ConA no sistema com PVB,

em solugdo ferro/ferricianeto (em TFS 10mM em H,O pH 7,4). a) m Eletrodo Pt limpo; m ConA 25
ng/mL; m ConA 50 pg/mL; m ConA 100 pug/mL; = ConA 200 pug/mL; b) Valor de Zre em fungdo da

concentragao.
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Nos voltamogramas ciclicos foi observado o mesmo comportamento linear das
medidas de impedancia, podendo ser verificado que o bloqueio da transferéncia de
elétrons afetou tanto a corrente de pico catddica (ipcy) quanto a anddica (ipa,) no
sistema nanoAu-ConA (Fig. 27).

Estes resultados mostram que a lectina ConA em sistema contendo apenas o
coléide de ouro teve um maior efeito sobre a regido anddica de oxi-reducdo do par
Ferri/ferrocianeto de potdssio, uma vez que os valores de ip,, decresceram com o
aumento da concentracdo da lectina, também para ip., houve um efeito da adsor¢ao da
lectina sobre a transferéncia de elétrons, no entanto o efeito sob esta foi menor que para
a ipay. Podemos evidenciar que o sistema composto apenas por nanoAu-ConA também
afeta a atividade do eletrodo e os processos que governam o fluxo de elétrons entre a

interface eletrodo-solucao.

651 = nanoAu-Con A

6.0 1
5.5-.
50
45

4.0

Corrente de pico (uA)

3.5

3.0 ° o

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
Concentracao de Con A

Figura 27 - Correntes de pico dos voltamogramas ciclicos do sistema nanoAu-ConA em solucio
ferro/ferricianeto (TFS 10mM em H,O pH 7.,4). m Corrente de pico catédico (ip..); © Corrente de pico

anddico (ip,,).
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Nos voltamogramas ciclicos para nanoAu-ConA-PVB (Fig.28), também foi
observado um comportamento linear assim como nas medidas de impedancia, podendo
ser verificado que o bloqueio da transferéncia de elétrons afetou tanto a corrente de pico

catddica (ipcar) quanto a anddica (ipan).

Estes resultados mostram que a lectina ConA quando em presenca de PVB teve
um maior efeito sobre a regidao anddica de oxi-reducdo do par ferri/ferrocianeto de
potdssio, uma vez que os valores de ip,, decresceram com o aumento da concentracao
da lectina fato semelhante ao do sistema nanoAu-ConA, também para ip., houve um
efeito da adsorcdo da lectina sobre a transferéncia de elétrons, no entanto o efeito sob
esta foi menor que para a ip,,. Diante destes dados passamos a trabalhar com a lectina
na concentragdo de 200 pg/mL, pois nesta concentragdo observamos uma maior
adsor¢do da proteina sobre a superficie em estudo, garantindo maior acesso de
moléculas protéicas ao eletrodo para promover uma posterior interacao da lectina com

seus ligantes especificos.

A adsorcao de ConA sobre superficie de platina foi investigada em fun¢do do pH
durante a constru¢do do biossensor. Foi analisada a influéncia do pH na adsor¢do de
ConA nos sistemas nanoAu-ConA e nanoAu-ConA-PVB. Nestes sistemas a
concentracdo da lectina foi mantida constante sendo os testes realizados com a

concentracdo de 200 pg/mL e a faixa de pH utilizada foi de 2,0-9,0.
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Figura 28 - Correntes de pico dos voltamogramas ciclicos do sistema nanoAu-ConA-PVB, em solucio
ferro/ferricianeto (em TFS 10mM em H,O pH 7.4). @ Corrente de pico catddico (ip.,); O Corrente de

pico anddico (ip,,).

A Fig. 29 mostra as diferencas na adsor¢do de ConA em diferentes pHs para
sistemas nanoAu-ConA-PVB e nanoAu-ConA. A primeira observagao importante para
nanoAu-ConA € que a adsorc¢do da lectina é maior quando a mesma se encontra num
ambiente acido, onde podemos visualizar um aumento na resisténcia a transferéncia de
elétrons (Zre) na interface eletrodo-solucgdo.

O processo de adsor¢do de proteinas € mais complexo do que o de
polieletrdlitos. Considerando que proteinas sdo macromoléculas muito complexas com
regides polares, hidrofébicas e carregadas, as interacOes entre proteinas e substratos
sOlidos podem ser de natureza eletrostdtica, hidrofébica ou através de ligagdes de

hidrogénio. Entretanto, foi demonstrado por alguns autores (Ladam et al., 2001) que a
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variacdo de entalpia envolvida no processo de adsor¢ao de proteinas é geralmente
positiva, qualquer que seja o substrato. A adesdo de proteinas sobre superficies sdlidas
¢, provavelmente, dirigida por rearranjos estruturais com quebra de estruturas
secunddrias e tercidrias, levando a um ganho entrépico que compensa os valores

positivos de variacdo entdlpica e tornando o processo de adsor¢ao espontaneo.
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Figura 29 - Influéncia do pH sobre a adsorcio da lectina ConA (200 pg/mL).

Em estudos de adsorcdo de albumina humana sobre as superficies de hematita,
poliestireno e polioximetileno (Norde e Lyklema, 1989), foi observada que esta proteina
em pH 7,0 adsorvia através de ligagdes de hidrogénio entre a superficie do substrato e
os grupos polares das proteina. Desde que as configuracdes e o estado eletrostitico das
proteinas comumente dependem do pH do meio, os valores de pH mostram uma
importancia vital nos processos imobilizac¢do das proteinas (Atassi ef al., 1984).

A quantidade de ConA adsorvida sobre as superficies de Pt modificado com
nanoparticulas de ouro e polivinilbutiral variou significativamente em fun¢ao do pH,

como mostra a Fig. 29. A variacdo do pH do meio provoca mudancga nas cargas da
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superficie sobre a qual ConA adsorverd, assim como nas cargas dessa proteina. No
sistema nanoAu-ConA em pH pr6ximo a 2 observamos que a densidade de carga na
superficie € muito alta e as interacdes de natureza eletrostdtica entre o substrato e as
aminas terminais da proteina sdo favorecidas, levando a um aumento na quantidade de
ConA adsorvida, onde para este sistema neste pH houve um méaximo de adsorg¢ao.

No sistema nanoAu-ConA-PVB observa-se um comportamento diferente
daquele quando a proteina estd em contato apenas com as nanoparticulas de ouro. Em
pH préximo a 2 é observado que a densidade de carga na superficie ndo favorece as
interacOes de natureza eletrostatica entre o substrato e as aminas terminais da proteina, a
auséncia de interagdes especificas leva a uma fraquissima adsor¢do, o que
provavelmente pode ser proporcionado pelo efeito do PVB que neste pH impede a
adsorc¢ao do sistema hibrido nanoAu-ConA.

Aumentando o pH até 5, as interacdes de natureza eletrostitica entre 0s grupos
do substrato e as aminas terminais da proteina sdo favorecidas, levando a um aumento
na quantidade de ConA adsorvida (Fig. 29), onde podemos observar um maximo na
adsor¢do. Este pH coincide com o ponto isoelétrico da ConA (pI = 5.0). Nesta situagao
temos um substrato com alta densidade de carga, enquanto a proteina apresenta carga
total zero, o que diminui sua solubilidade e favorece a adsor¢do. Para este sistema
também foi verificado que houve uma boa adsor¢do da ConA em pH 7.0, que pode esta
sendo favorecido pela disposicao estrutural desta lectina em tetramero, indicando que a
ConA neste pH tenha uma densidade de carga negativa muito pequena, assim como foi
observado paras as medidas de potencial zeta desta lectina (Fig. 20), sendo um pH
adequado para se trabalhar em sistemas bioldgicos, bem como no desenvolvimento de

biossensores protéicos ou enzimaticos.
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Também foram realizadas voltametrias ciclicas para o sistema nanoAu-ConA-
PVB e nanoAu-ConA, para verificar uma faixa de pH que permita uma melhor adsor¢ao
dos sistemas estudados. Os resultados obtidos nos experimentos de voltametria ciclica
foram de acordo aos da impedancia, pois houve uma maior adsorcao da lectina quando
em sistema nanoAu-PVB em pH 5,0 seguido do pH 7,0 por ser um ambiente favoravel
as interagdes entre a lectina e o eletrodo (Fig. 30). A densidade de carga da ConA ¢é
alterada de acordo com o pH do ambiente em que ela se encontra, € em determinados
pontos de pH ocorre uma facilidade da lectina se adsorver alterando desta forma o perfil
de oxi-reducdo das espécies envolvidas no processo de transferéncia de elétrons. Nestes
pHs a adsorcdo teve um grande efeito sobre a taxa de transferéncia de elétrons entre os
ions da solugdo e a superficie metélica de platina. Nos voltamogramas o maior efeito foi
sobre a corrente de pico anddica assim como foi verificado para as outras etapas de
investigacao deste biossensor.

Podemos observar que quando a lectina estd em contato com as nanoparticulas
de ouro e o PVB ocorre maior efeito sobre as correntes de pico catdédicas e anddicas
especialmente no pH 5,0 e 7,0 (Fig 30a). J& para o sistema nanoAu-ConA houve uma
maior adsor¢do da lectina em pH 4cido (pH 2,0), indicando que a disposicao da lectina
em dimero apresenta uma adsor¢do favorecida, enquanto que em pH mais basico ndo se

verificou este efeito de diminui¢do das rea¢des do par redox (Fig. 30b).
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Figura 30 - Comportamento das correntes de pico dos voltamogramas ciclicos obtidos para avaliacdo da

adsor¢@o de ConA em diferentes pHs.

Existe desta forma uma forte dependéncia das correntes de pico catédico e
anddico sobre o pH da solugdo, fato também observado em sistema constituido pelo

hormonio glicoprotéico gonadotrofina coridnica humana, seu anticorpo especifico e
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titanio, adsorvidos em eletrodo de carbono vitreo modificado com nanoparticulas de
ouro. Podendo ser observado uma melhor resposta na faixa de pH de 6.0-7.1,
demonstrando que a adsor¢@o das proteinas varia de acordo com o pH do meio (Chen et
al., 2006).

A partir das informagdes selecionamos algumas condi¢des experimentais para a
realizagdo do trabalho. Com relagdo ao tempo de incubacdo para a constru¢do do
biossensor foi escolhido o tempo de 30 min por promover uma melhor interagdo entre o
sistema contendo tanto a lectina ConA como a CramoLL e os eletrodos de estudo
(platina ou ouro). A concentracdo de trabalho escolhida para ambas as lectinas foi a de
200 ug/mL, enquanto que o pH de escolha para o estudo do biossensor nanoAu-lectina-
PVB foi o pH 7,0 que nédo corresponde ao ponto isoelétrico da lectina ConA e também
por se tratar de um pH neutro em que as lectinas apresentam baixa densidade de cargas

elétricas em sua superficie.

3.3 Avaliacao da atividade biologica da ConA em eletrodos de platina modificados

O processo de fabricacdo do biossensor foi acompanhado pela voltametria
ciclica utilizando o par redox ferrocianeto como indicador. A voltametria ciclica do
ferrocianeto de potdssio € uma forma de acompanhar o eletrodo modificado, bem como
o comportamento apds cada etapa da montagem. Quando a superficie do eletrodo €
modificada por materiais, a cinética de transferéncia de elétrons de
K;[Fe(CN)gl/K4[Fe(CN)g] € perturbada. A Fig. 31 mostra um processo redox controlado
por difusdo no voltamograma ciclico que é caracteristico de Pt limpo. Depois de incubar
a Pt numa solucdo contendo nanoparticulas de ouro o processo de transferéncia de
elétrons nao foi modificada, sendo observado o mesmo comportamento de um eletrodo

limpo (Fig. 31), no entanto, ao estar em contato com nanoAu-ConA houve uma queda
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dos picos catdédico e anddico indicando uma adsorcao direta ao eletrodo apresentando
uma fixacdo momentanea ao eletrodo (Fig. 31). Quando o eletrodo de platina foi
modificado com nanoAu-ConA-PVB houve uma separacdo pico a pico entre as curvas
anddicas e catddicas do par redox em estudo (Fig. 31a) devido a imobiliza¢do da lectina
no eletrodo e perturbacdo da transferéncia de elétrons na interface associado a
capacidade do PVB de blindar a superficie do eletrodo também.

Com o intuito de avaliar a bioatividade da lectina, o sistema nanoAu-ConA-PVB
foi testado com uma glicoproteina isolada de ovo, a ovoalbumina, que sendo uma
glicoproteina possui residuos sacaridicos para que a lectina possa interagir. Ao adicionar
a ovoalbumina houve uma interacdo com o sitio da lectina obtendo-se o
desaparecimento do pico catédico e anddico (Fig. 31a).

Ap6s incubar o eletrodo modificado com BSA para bloquear os sitios ativos
remanescentes da superficie, houve uma resposta maior quando a ovoalbumina interagiu
com a ConA (Fig. 31b), demonstrando maior eficiéncia para o reconhecimento sitio-
especifico para carboidrato da lectina em questao.

Outros autores relataram a imobiliza¢do de anticorpo utilizando nanoparticulas
de ouro e uma matriz de PVB, para o reconhecimento especifico de antigeno como
observado para o anticorpo da difteria e seu antigeno sendo descrito o bloqueio da
superficie do eletrodo a medida que o mesmo estava sendo modificado (Tang et al.,
2000). Os voltamogramas mostram que quando o anticorpo interage com o antigeno
ocorre uma blindagem da difusdo do ferrocianeto através da superficie do eletrodo,
ocorrendo uma diminuicdo da resposta amperométrica do eletrodo e um aumento na

separacdo entre os picos anddico e catddico.

91



Oliveira, M.D.L.

Corrente (uA)

04 02 00 02 04 06 08
Potencial (V)

Corrente (uA)

02 00 02 04 06 08
Potencial (V)

Figura 31 — Voltamogramas dos diferentes eletrodos em solucdo ferro/ferricianeto (em TFS 10mM em
H,O pH 7,4) , Velocidade de varredura foi de 50 mV.s-1 e E;= 0,1V, E; =0,7 Ve E;=- 0,2V. a) Etapas
de montagem do biossensor. a) Sem BSA: m Eletrodo de platina; 0 Eletrodo Pt+nanoAu; e Eletrodo
Pt+nanoAu+ConA; ¢ Eletrodo Pt+nanoAu+ConA+PVB, A Eletrodo
Pt+nanoAu+ConA+PVB+ovoalbumina, b) com BSA: m Eletrodo de platina; ¢ Eletrodo
Pt+nanoAu+ConA+PVB; ¢ Eletrodo Pt+nanoAu+ConA+PVB+BSA; A Eletrodo

Pt+nanoAu+ConA+PVB+BSA+ovoalbumina.
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A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) nos fornece informagdes
sobre as mudangas na impedancia da superficie do eletrodo durante o processo de
formacdo de um biossensor. Na EIE o didametro do semicirculo € igual a resisténcia de
transferéncia de elétrons, Rte. Esta resisténcia controla a cinética de transferéncia do par

redox na interface do eletrodo.

Na Fig. 32 pode-se verificar um pequeno semicirculo que implica numa
resisténcia a transferéncia de elétrons ao par redox dissolvido na solucdo eletrolitica.
Depois que o eletrodo de platina foi imerso numa mistura constituida por nanoAu-
ConA, a resisténcia interfacial do eletrodo de platina aumentou (Fig. 32a). O biossensor
nanoAu-ConA-PVB foi obtido ao submeter a platina nesta solu¢io homogénea
contendo a lectina ConA, coléide de ouro e polivinilbutiral. Depois da imobiliza¢ao de
ConA, a resisténcia interfacial aumentou novamente € ao entrar em contato com a
ovoalbumina o bloqueio da superficie € ainda mais evidenciado (Fig. 32a).

A observacdo do efeito do bloqueio dos sitios ativos remanescentes sobre a
resposta impedanciométrica permite verificar que ocorreu um comportamento
semelhante ao observado com a voltametria ciclica, obtendo-se uma maior resisténcia a
transferéncia de elétrons na interface eletrodo-solucdo devido a interacdo especifica
entre o sitio da lectina para a glicoproteina (Fig. 32b).

Ao realizar o estudo do comportamento da lectina CramoLL no
desenvolvimento de um sistema biossensivel composto de nanoparticulas de ouro e
polivinilbutiral adsorvidos sobre o eletrodo de Pt, pode-se verificar que nos
voltamogramas ciclicos ndo houve uma separagdo pico a pico muito evidente durante o

processo de montagem do biossensor.
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Figura 32 — Diagrama de Nyquist dos diferentes eletrodos em solucdo ferro/ferricianeto (em TFS 10mM
em H,O pH 7,4). a) Sem BSA: m Eletrodo de platina; o Eletrodo Pt+nanoAu; e Eletrodo
Pt+nanoAu+conA; ¢ Eletrodo Pt+nanoAu+ConA+PVB, A Eletrodo
Pt+nanoAu+ConA+PVB+ovoalbumina, b) com BSA: e Eletrodo de platina; A Eletrodo
Pt+nanoAu+ConA+PVB; m Eletrodo Pt+nanoAu+ConA+PVB+BSA; o Eletrodo

Pt+nanoAu+ConA+PVB+BSA+ovoalbumina.

Houve uma separagdo discreta entre os VCs de Pt-nanoAu-CramoLL e Pt-
nanoAu-CramoLL-PVB na regido catédica acompanhado de um prolongamento que

também foi visualizado com a lectina ConA, no entanto, este prolongamento do
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voltamograma na regido catddica indica ser um processo caracteristico do eletrodo de
Pt, o qual é muito sensivel a concentracdes minimas de oxigénio na solugdo eletrolitica
em andlise (Fig. 33a).

O contorno dos voltamogramas evidencia que o processo de transferéncia de
elétrons entre eletrodo-solucdo ndo estd sendo muito afetado, mas ao analisar os
graficos de Nyquist, podemos perceber que ha uma alteracao na atividade do eletrodo de
Pt e com a conseqiiente diminui¢do do fluxo de elétrons, ja que a dupla camada elétrica
estd sendo afetada pela presencga das camadas do sistema hibrido em questado (Fig. 33b).

No diagrama de Nyquist (Fig. 33b) € evidenciado que ocorre uma diferenga de
resposta elétrica a medida que o biossensor estd sendo montado ocorrendo um aumento
gradativo da Rer do sistema, indicando um comportamento semelhante ao que foi
observado para a ConA. No entanto, os valores do Rt para a constru¢ao do biossensor
Pt-nanoAu-CramoLL-PVB, sdo bem menores que os valores obtidos para a lectina
ConA, o que indica que a ConA adsorve/interage mais com o eletrodo de Pt, o que pode
estar relacionado com as propriedades estruturais bem como o peso molecular desta
lectina.

O que podemos evidenciar € o comportamento interfacial semelhante das
lectinas ConA e CramoLL apesar das diferengas em ordem de grandeza das medidas
dos voltamogramas ciclicos e impedancia eletroquimica (Fig. 34a, b).

As duas lectinas seguem a mesma tendéncia de adsorver no eletrodo de Pt
demonstrando a viabilidade de utilizar ConA e CramoLL no desenvolvimento de
sistemas biossensiveis e que o sistema sol-gel composto de nanoparticulas de ouro e

polivinilbutiral € propicio para desenvolver este tipo de biossensor.
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Figura 33 - Montagem do biossensor com CramoLL. a) Voltamogramas ciclicos (VCs): m Eletrodo de
platina; o Eletrodo Pt+nanoAu; A Eletrodo Pt+nanoAu+CramoLL; ¢ Eletrodo
Pt+nanoAu+CramoLL+PVB, b) Diagrama de Nyquist: m Eletrodo de platina; o Eletrodo Pt+nanoAu;

Eletrodo Pt+nanoAu+CramoLL; ¢ Eletrodo Pt+nanoAu+CramoLL+PVB.

Os voltamogramas ciclicos realizados com o eletrodo de Pt apresentaram
interferéncia do oxigénio, apesar da solug@o ter sido nitrogenada. Diante deste fato
passamos a explorar o processo de automontagem do biossensor baseado em
nanoparticulas de ouro e polivinilbutiral com eletrodos de ouro policristalino, uma vez

que esta superficie sofre menos interferéncias de gases presentes na solucao.
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Figura 34 - Comportamento eletroquimico das lectinas CramoLL e ConA sobre eletrodo de Pt. a)
Voltamogramas ciclicos (VCs): m Eletrodo Pt+nanoAu+CramoLL+PVB; o Eletrodo

Pt+nanoAu+ConA+PVB.

A montagem do biossensor com eletrodo de ouro foi realizada da mesma forma
que foi utilizado o eletrodo de Pt servindo os dados deste como forma de padronizagcdo

das condi¢des experimentais.
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3.4 Avaliagdo da atividade biolégica da ConA e CramoLL em eletrodos de ouro
modificados

Os voltamogramas medidos em eletrodo de ouro foram comparados, sendo
observada uma queda de corrente a medida que o sistema nanoAu-CramoLL-PVB
estava sendo montado (Fig. 35a), com corrente menor que o eletrodo de ouro limpo.
Além disso, também foi observado que a curva dos voltamogramas ciclicos sao menos
sigmoidais em relacdo ao eletrodo de ouro limpo e eletrodo de ouro com nanoparticulas
de ouro. Ambas as observacdes indicam que o eletrodo de ouro € bloqueado pelas
monocamadas contendo a lectina CramoLL. No entanto, a presenca das correntes
anddicas e catddicas demonstram que os elétrons ainda sdo transferidos entre a solug@o
e o eletrodo. Ao submeter o sistema aos ligantes ovoalbumina, glicogénio e glicose
houve uma nova diminui¢do da corrente quando em contato com a ovoalbumina e
glicogénio, o mesmo nao foi observado com a glicose (Fig 35b).

Na Fig. 35b pode-se observar que em contato com a ovoalbumina e glicogénio
houve uma queda da corrente e que a forma dos voltamogramas para ambos os agticares
sdo idénticos, no entanto diferencas sdo observadas nas medidas de espectroscopia de
impedancia eletroquimica e ao realizar o cédlculo das dreas anddicas e catddicas que
serdo vistas mais adiante.

Em adic¢do, a interacdo com glicose e glicogénio para o sistema CramoLL (Fig.

36) mostrou um aumento da carga anddica e catddica (LC).
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Figura 35 - Voltamogramas ciclicos (VCs) dos diferentes eletrodos. a) Etapas de montagem do
biossensor: m Eletrodo de ouro; o Eletrodo Au+nanoAu; ¢ Eletrodo Au+nanoAu+CramoLL; ¢ Eletrodo
Au+nanoAu+CramoLL+PVB, b) Interacdo com acticares: ¢ Eletrodo de ouro; o Eletrodo
Au+nanoAu+CramoLL+PVB; ¢ Eletrodo Au+nanoAu+CramoLL+PVB+BSA+ovoalbumina; ¢ Eletrodo

Au+nanoAu+CramoLL+PVB+BSA+glicogénio; ¢ Eletrodo Au+nanoAu+CramoLL+PVB+BSA+glicose.

O aumento pode significar que tanto a glicose como o glicogénio podem ter

interagido com sucesso com esta lectina, ja que a drea ndo sofreu diminuicao evidente,

99



Oliveira, M.D.L.

pois hd um aumento da resposta amperométrica do sistema assim como € observado em

sistemas biossensiveis tais como os enzimaticos € o DNA.
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Figura 36 - Area dos voltamogramas ciclicos (VCs) dos diferentes eletrodos em solucdo ferro/ferricianeto
para sistema com CramoLL (em TFS 10mM em H,O pH 7,4), Velocidade de varredura foi de 50 mV.s-1

eEy=0,1V,E; =0,7VeE,=-0,2V.

Ao avaliar as respostas impedanciométricas do sistema CramoLL em eletrodos
de ouro, verificou-se uma dificuldade no processo de transferéncia de elétrons a medida
que ocorre a modificacdo do eletrodo o que pode ser observado na Fig. 37a, b. Nao
obstante hd um grande aumento do Zre quando se tem o biossensor em contato com o
ligante bioespecifico (ovoalbumina), indicando boa seletividade de CramoLL para a
ovoalbumina. Na Fig. 37b observa-se que a resposta impedimétrica do biossensor Au-
nanoAu-CramoLL-PVB-BSA foi modificada quando em contato com os ligantes
ovoalbumina, glicogénio e glicose, onde para a ovoalbumina houve um aumento do Zre

enquanto que para glicogénio e glicose houve uma queda do Zre.
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Figura 37 - Espectroscopia de impedancia (EI) dos diferentes eletrodos em solugao ferro/ferricianeto (em
TFS 10mM em H20 pH 7,4) , Velocidade de varredura foi de 50 mV.s-1 e Eg=0,1V,E;=0,7 Ve E,=-
0,2V. a) Etapas de montagem do biossensor: m Eletrodo de ouro; 01 Eletrodo Au+nanoAu; ¢ Eletrodo
Au+nanoAu+CramoLL; ¢ Eletrodo Au+nanoAu+CramoLL+PVB, A Eletrodo
Au+nanoAu+CramoLL+PVB+BSA; ¢ Eletrodo Au+nanoAu+CramoLL+PVB+BSA+ovoalbumina;
Eletrodo Au+nanoAu+CramoLL+PVB+BSA+glicogénio; x Eletrodo
Au+nanoAu+CramoLL+PVB+BSA+glicose, b) Valor de Zre obtido apds cada etapa da montagem. As

etapas 1-8 correspondem aos diagramas de Nyquist em a).
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Durante o processo de montagem do biossensor com a lectina ConA pode-se
observar comportamento semelhante ao da lectina CramoLL, pois a medida que o
eletrodo de ouro sofre modificacdes € observada uma queda gradativa da resposta

amperométrica (Fig. 38).
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Figura 38 - Voltamogramas dos diferentes eletrodos em solugao ferro/ferricianeto (em TFS 10mM em
H,O pH 7,4) , Velocidade de varredura foi de 50 mV.s-1 e E,=0,1V, E; =0,7 V e E;=-0,2V. a) Etapas
de montagem do biossensor: m Eletrodo de ouro; 0 Eletrodo Au+nanoAu; ¢ Eletrodo Au+nanoAu+ConA;
O Eletrodo Au+nanoAu+ConA+PVB, b) Interacdo com agtcares: m Eletrodo de ouro; A Eletrodo
Au+nanoAu+ConA+PVB+BSA; o Eletrodo Au+nanoAu+ConA+PVB+BSA+ovoalbumina; ¢ Eletrodo

Au+nanoAu+ConA+PVB+BSA+glicogénio; e Eletrodo Au+nanoAu+ConA+PVB+BSA+glicose.
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As curvas dos VCs ilustram o comportamento do Kj[Fe(CN)g]/K4[Fe(CN)g]
como indicador redox, dissolvido em tampao fosfato de sédio (pH 7,4), sobre o eletrodo
de ouro limpo (Au), eletrodo Au modificado com nanoAu, eletrodoAu modificado com
nanoAu-ConA e eletrodo Au modificado com nanoAu-ConA-PVB (Fig. 38a). O
comportamento eletroquimico deste eletrodo modificado com ConA € semelhante ao
modificado com CramoLL, pois o eletrodo Au limpo apresenta uma curva tipica de um
processo controlado por difusdo de um sistema processo redox reversivel.

Ap6s a presenga de ConA e posteriormente de PVB ocorre uma separacao pico a
pico e uma clara reducdo da resposta amperométrica. Podemos observar que a
transferéncia interfacial entre o par redox e a superficie do eletrodo de Au limpo foi
bloqueada devido a uma mudanga da dupla camada eletroquimica sobre a superficie do
eletrodo (Fig. 38a).

Ao submeter o sistema contendo ConA aos ligantes ovoalbumina, glicogénio e
glicose da mesma forma como foi realizada para CramoLL, houve uma queda da
corrente preponderante quando em contato com o glicogénio, o mesmo nado foi
observado com os outros acucares (Fig 38b), sendo observado que o sistema torna-se
cada vez mais irreversivel.

Na Fig. 38b pode-se observar que em contato com a ovoalbumina e glicogénio
houve uma queda da corrente e que a forma do voltamograma com glicogénio
representa um comportamento mais irreversivel em relacdo a curva da ovoalbumina, o
que difere no reconhecimento em relagdo a lectina CramoLLL em que a maior queda
amperométrica foi verificada para a ovoalbumina, podendo-se verificar que as duas
lectinas reconhecem os dois tipos de agucares. No entanto, o processo da interacao
parece ser diferente para as duas lectinas o que mostra a possibilidade da interagdo de

ConA e CramoLL a estes agucares ser governada por diferentes for¢cas para a formagao
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do complexo lectina-carboidrato, revelando que o processo de reconhecimento de uma
glicoproteina (ex: ovoalbumina) e um homopolimero (ex: glicogénio) sdo diferentes
para ambas lectinas em estudo (Fig. 38b).

Ao analisar as dreas dos voltamogramas apds cada etapa de modificagcdo do
eletrodo com ConA, pode-se observar que para a lectina ConA houve um aumento da
resposta amperométrica apenas para a glicose, e um decréscimo para ovoalbumina e
glicogénio (Fig. 39). Neste estudo foi possivel verificar que a diferenca entre as duas
lectinas reside no fato que o evento envolvido no processo de reconhecimento do
glicogénio ¢é diferente para ambas, sendo importante no processo de investigacdo de

caracteristicas que envolvam o processo de adsor¢do tipico destas lectinas.

1 — [ Anédica o
301 Catédica
25+ § ] 1-Au limpo
1 § § 2-Au+nanoAu
O 20+ § ] § 3-Au+nanoAu+conA
3’ T 4-Au+nanoAu+conA+PVB
8 151 § 5-Au+nanoAu+conA+PVB+BSA
E h 6-Ovoalbumina
10 7-Glicogénio
] 8-Glicose
54
0

1:2:3:4:5:6:7:8
Etapas PVB Con A

Figura 39 - Area dos voltamogramas ciclicos (VCs) dos diferentes eletrodos em solucdo ferro/ferricianeto
para sistema com ConA (em TFS 10mM em H,O pH 7,4), Velocidade de varredura foi de 50 mV.s-1 e E,

=0,1V,E;=0,7VeE,=-0,2V.

A Fig. 40 mostra os resultados das medidas de impedancia feitas sobre o
eletrodo de ouro limpo, e eletrodo de ouro com nanoAu, nanoAu-ConA, nanoAu-ConA-

PVB, nanoAu-ConA-PVB-BSA, nanoAu-ConA-PVB-BSA-actcares.
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A Fig. 40a mostra as medidas de impedancia apresentadas como diagramas de
Nyquist (-Zim X Zre) das etapas de modificacao do eletrodo. Como pode ser visto o Zre
do eletrodo modificado com o sistema sol-gel € maior que o Zre do eletrodo de ouro
limpo, assim como foi observado para o sistema contendo a lectina CramoLL.

No entanto, hd uma dificuldade no processo de transferéncia de elétrons a
medida que ocorre a modificacdo do eletrodo o que pode ser observado na Fig. 40a, b.
N3ao obstante hd um grande aumento do Zre quando se tem o biossensor em contato com
os ligante bioespecificos (ovoalbumina e glicogénio), indicando boa seletividade de
ConA para estes carboidratos, o que ndo foi observado para CramoLL que conseguiu
interagir de forma significante com a ovoalbumina e ndo com o glicogénio.

Na Fig. 40b observa-se que a resposta impedanciométrica do biossensor Au-
nanoAu-ConA-PVB-BSA foi modificada quando em contato com os ligantes
ovoalbumina, glicogénio e glicose, para a ovoalbumina e glicogénio houve um aumento
do Zre, ocorrendo o inverso para a glicose.

Estes resultados estdo de acordo com as areas obtidas dos VCs da ConA. Desta
forma a lectina ConA demonstrou uma habilidade de reconhecer a ovoalbumina e o
glicogénio como pode ser observado pelo aumento do didmetro de Zre apds o contato o
biossensor a estes agucares, enquanto que com a glicose houve uma queda do Zre que

pode estar relacionado ou nao a um reconhecimento sitio-especifico (Fig. 40b).
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Figura 40 - Espectroscopia de impedancia dos diferentes eletrodos em solucdo ferro/ferricianeto (em TFS

10mM em H20 pH 7.,4) , Velocidade de varredura foi de 50 mV.s-1e Eg=0,1V,E;=0,7 Ve E,=-

0,2V. a) Etapas de montagem do biossensor: m Eletrodo de ouro; 0 Eletrodo Au+nanoAu; V Eletrodo
Au+nanoAu+ConA; ¢ Eletrodo Au+nanoAu+ConA+PVB, A EletrodoAu+nanoAu+ConA+PVB+BSA; e

Eletrodo Au+nanoAu+ConA+PVB+BSA+ovoalbumina; ¢ Eletrodo

Au+nanoAu+ConA+PVB+BSA+glicogénio; x Eletrodo Au+nanoAu+ConA+PVB+BSA+glicose, b)

Valor de Zre obtido apds cada etapa da montagem. As etapas 1-8 correspondem aos diagramas de Nyquist

em a).
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A espectroscopia de impedancia eletroquimica é um método efetivo para
examinar as propriedades interfaciais dos eletrodos, especialmente em superficies
modificadas e é utilizada em transformacdes eletroquimicas e em processos associados
com suportes condutores. E esperado que o eletrodo Au modificado com o sistema
nanoAu-ConA-PVB se ajuste as caracteristicas de transferéncia de elétrons na superficie
do eletrodo. A impedancia total do sistema pode ser representada como a soma do
componente real e imagindria que se originam primariamente da resisténcia e da
capacitancia da célula, respectivamente. Estes dados mostram a habilidade das lectinas
em reconhecer sacarideos, interagindo com cada ligante de forma distinta como foi
observado nas medidas de EIE.

Através destas informacgdes hd a possibilidade de distingui-las em por menores,
uma vez que ConA e CramoLL sao lectinas que apresentam similaridades estruturais.
Em principio a interacdo lectina-carboidrato pode ser medida através de medidas de
impedancia eletroquimica.

Através dos dados observados podemos verificar que provavelmente ConA e
CramoLL mantiveram suas atividades biolégicas durante o processo de automontagem,
o que demonstra a possibilidade de se trabalhar com as nanoparticulas de ouro para o
desenvolvimento de um biossensor. Outras proteinas bem como a enzima glicose
oxidase mantiveram-se ativas quando em contato com as nanoparticulas de ouro (Liu et
al., 2003), devido a biocompatibilidade destas nanoparticulas para as proteinas
propiciando a retencao da estrutura nativa. Além disso, a elevada area superficial resulta
numa forte interacdo entre as proteinas e o coldide de ouro, o que faz com que as
moléculas protéicas se orientem de forma mais favordvel sobre a superficie do ouro e
encurtem a distancia entre os grupos eletroativos das proteinas e nanoparticulas de ouro

(Brown et al., 1996).
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A técnica de automontagem com nanoparticulas de ouro e polivinilbutiral para
sistemas bioldgicos € conhecida por promover uma amplificacio da resposta
impedimétrica pelo aumento da drea de superficie e elevada energia livre das
nanoparticulas de ouro (Tang et al., 2004). Estes autores obtiveram resultados
experimentais similares ao utilizarem o sistema antigeno-anticorpo do virus HbsAg,
demonstrando a possibilidade de desenvolver sistemas de reconhecimento sitio
especifico através do uso de nanoparticulas como elementos de amplificacdo de sinal e
o polivinilbutiral como matriz para o sistema em analise.

O PVB age como uma matriz de oclusdo para componentes biol6gicos na matriz
polimérica ou inserindo-os em membranas semipermedveis. Materiais como enzimas,
células complexas e organelas sdo bastante apropriados para serem imobilizados através
desta metodologia. Este método apresenta a vantagem do componente biolégico ndo se
ligar a matriz, o que pode ser muito importante para evitar possivel diminui¢do da
atividade enzimdtica devido ao processo de imobilizacdo e uma das desvantagens €
devido as propriedades nao condutoras do gel (Garcia et al., 1998, Fernandes et al.,
1999).

A interacdo lectina-carboidrato é semelhante ao processo de interagdao anticorpo-
antigeno, em que na maioria das vezes o anticorpo € imobilizado sobre um suporte
condutor (ex: ouro), e as propriedades elétricas da interface sdo modificadas quando o
anticorpo reage com o antigeno de interesse, assim como observamos em nosso estudo
com as lectinas ConA e CramoLL. A organizacdo da superficie e a montagem das
biomoléculas (lectina/anticorpo) € uma etapa critica na fabricacdo de biossensores. A
caracterizacdo da estabilidade ou atividade das lectinas imobilizadas e a interagdo com

os acticares é uma etapa importante na otimizacdo de um biossensor.
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A formacdo do complexo lectina-acicar sobre um suporte condutor altera a
impedancia caracteristica da interface, e a espectroscopia de impedancia pode ser
utilizada para estudar os eventos de reconhecimento molecular do complexo lectina-
acucar através da medida das mudancas da resisténcia e/ou capacitancia que acompanha
esta reacao.

Foram propostos para os dados experimentais varios circuitos equivalentes para
auxiliar a interpretacdo dos graficos de Nyquist, no entanto, apenas um circuito
apresentou boa qualidade de ajuste e um significado fisico-quimico para os elementos
em andlise.

Inicialmente foi avaliado o circuito equivalente da Fig. 41 para modelar as
curvas experimentais. Este circuito, foi definido como circuito equivalente 1 (CE 1),
para verificarmos as alteragcdes da dupla camada elétrica e da resisténcia de
transferéncia de carga observadas com a presenca do polivinilbutiral e das lectinas,
ConA ou CramoLL.

Na Fig. 41b-d, podemos observar o resultado tedrico da modelagem entre a
curva experimental e o CE 1.

O circuito equivalente da Fig. 41, circuito de Randles, foi utilizado para modelar
as curvas experimentais obtidas para os ensaios de adsor¢ao do sistema nanoAu-ConA-

PVB-BSA-ovoalbumina.
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Figura 41 — a) Circuito equivalente 1; b) ajuste entre a curva experimental do sistema nanoAu-ConA; c¢)

ajuste entre a curva experimental do sistema nanoAu-ConA-PVB; d) ajuste entre a curva experimental do

sistema nanoAu-ConA-PVB-BSA-ovoalbumina. e-Corresponde aos dados experimentais e X -

corresponde aos dados tedricos.

Observa-se que o circuito foi adequado no ajuste da alta e média freqii€ncia para

o sistema nanoAu-ConA, no entanto apresentou falhas na regido de baixa freqii€ncia, ja

para os sistemas com a lectina nanoAu-ConA-PVB e nanoAu-ConA-PVB-BSA-

ovoalbumina o circuito foi adequado apenas para regido de alta freqii€ncia, de modo que

o ajuste em média e baixa freqii€ncia ndo responde adequadamente quando em presenca

do polivinilbutiral. Mais adiante iremos evidenciar que quando substituimos a

componente Cq; por Q, o circuito se adequou perfeitamente aos dados experimentais.
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Ao adicionar uma resisténcia (R) e uma capacitancia (C), ou seja, um circuito

RC em série ao circuito de Randles (Fig. 42) verificamos que ndo houve melhoras

significativas nos ajustes. Este circuito foi denominado de circuito equivalente 2 (CE 2).

Pode-se verificar que para o sistema com ovoalbumina houve uma descontinuidade dos

pontos para a regido de freqii€ncia intermedidria.
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Figura 42 — a) Circuito equivalente 2; b) ajuste entre a curva experimental do sistema nanoAu-ConA; ¢)

ajuste entre a curva experimental do sistema nanoAu-ConA-PVB; d) ajuste entre a curva experimental do

sistema nanoAu-ConA-PVB-BSA-ovoalbumina. e - Corresponde aos dados experimentais e x -

corresponde aos dados tedricos.
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Com relacdo as andlises de circuito com os sistemas compostos pela lectina
CramoLL, podemos verificar comportamento similar aos dados tedéricos de ConA. Para
o sistema com CramoLL o circuito CE 1 nao foi adequado para a regido de Warburg na
regido de baixa freqii€ncia e assim como foi observado para a ConA houve um bom

ajuste nas regides de freqii€ncia alta e intermedidria (Fig. 43).
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Figura 43 — a) Circuito equivalente 1; b) ajuste entre a curva experimental do sistema nanoAu-CramoLL;
c) ajuste entre a curva experimental do sistema nanoAu-CramoLL-PVB; d) ajuste entre a curva
experimental do sistema nanoAu-CramoLL-PVB-BSA-ovoalbumina. ® - Corresponde aos dados

experimentais e x - corresponde aos dados tedricos.
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A andlise dos dados experimentais com o circuito de Randles apresentou um
bom ajuste para o sistema nanoAu-CramoLL (Fig. 43b). No entanto, para o sistema
composto por nanoAu-CramoLL-PVB-BSA-ovoalbumina o ajuste nao foi adequado.

Ao adicionar uma resisténcia (R) e uma capacitancia (C), ou seja, um circuito RC
em série ao circuito de Randles verificou-se que houve uma melhora nos ajustes (Fig.
44). Este circuito foi denominado de circuito equivalente 2 (CE 2). Apesar disto, héd a
necessidade de uma investigacdo com circuitos simples para facilitar a andlise e

interpretacdo dos resultados.
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Figura 44 — a) Circuito equivalente 2; b) ajuste entre a curva experimental do sistema nanoAu-CramoLL;
c) ajuste entre a curva experimental do sistema nanoAu-CramoLL-PVB; d) ajuste entre a curva
experimental do sistema nanoAu-CramoLL-PVB-BSA-ovoalbumina. @ - Corresponde aos dados

experimentais e x - corresponde aos dados tedricos.
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Para o estudo do circuito mais adequado para os graficos de Nyquist foi
realizada a andlise dos circuitos adicionando um elemento denominado Q, o qual
corresponde a um elemento de fase constante (CPE). Este elemento representa a
rugosidade das superficies, e foi de grande importancia para a andlise dos dados
experimentais obtidos, ja que com a presenga do sistema nanoAu-ConA/CramoLL-PVB
a contribuicdo deste elemento torna-se preponderante juntamente com a resisténcia de
transferéncia de carga (Rey).

Todas as curvas do diagrama de Nyquist s@o caracterizadas por uma regido com
semicirculo (na faixa altas freqiiéncias) e uma regido linear (em baixas freqii€ncias).
Este comportamento € bem conhecido (Houa et al., 2006) e pode ser facilmente
modelado pelo circuito de Randles modificado (Figura 45), o qual possui o elemento Q

substituindo a capacitancia da dupla camada (Cy).

Q
| |
I

Rq

ANV — o

RCT

Figura 45 — Circuito equivalente aplicado para o ajuste das medidas de impedéancia na presenca do par
redox Ky[Fe(CN)¢l/K;3[Fe(CN)]. Rq - a resisténcia ohmica da solugdo eletrolitica, Q — associado com a
capacitancia da dupla camada elétrica, Zy — a impedéancia de Warburg, Rcr — resisténcia de transferéncia

de elétrons.

O circuito é composto por quatro elementos: a resisténcia ohmica da solugdo

eletrolitica, Rp, a impedancia de Warburg, Zw, um elemento de fase constante, Q, e a
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resisténcia de transferéncia de elétrons, Rcr. Os componentes, Rg € Zy, representam as
propriedades da solugdo eletrolitica e a difusao do par redox utilizado, respectivamente.
Estes elementos ndo sdo afetados pelas transformacdes quimicas que ocorrem na
interface do eletrodo.

Os outros dois elementos do circuito, Q e Rcr dependem das caracteristicas
dielétricas e isolantes na interface eletrodo/eletrdlito. Considerando que a resisténcia de
transferéncia de carga € diretamente relacionada a cinética da reacdo redox, o elemento
de fase constante tem sido relacionado com a natureza heterogénea da interface
eletrodo/solucdo (pode estar relacionada, por exemplo, com a rugosidade da superficie).

Os dados de impedancia foram ajustados com o programa de ajuste linear dos
minimos quadrados (Boukamp, 1996) através do uso do circuito equivalente de
Randles. Foi encontrado um ajuste adequado para os dados, rendendo informacdes
detalhadas sobre o comportamento dos sistemas de lectinas.

As curvas ajustadas mostradas na Fig. 46 indicam um excelente acordo entre o
modelo de circuito e os resultados experimentais, especialmente na regido de alta
freqii€ncia.

A Tabela 1 lista os parametros dos resultados de impedancia ajustados. As
modificagcdes no Rer foram mais significantes dentre os outros components da
impedancia. Podemos observar quge em geral a resisténcia de transferéncia de carga
para os sistemas com ConA, s@o maiores que com a lectina CramoLL. Isto pode ser
devido ao elevado peso molecular de ConA (55 kDa) quando comparado a CramoLL

(31 kDa).
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Figura 46 - Diagramas de Nyquist das etapas de imobilizagdo das lectinas: (a) m - AuNp-ConA-PVB, A -
AuNp-ConA-PVB-BSA, ¢ - AuNp-ConA-PVB-BSA-ovalbumina, (b) m - AuNp-CramoLL, + AuNp-
CramoLL-PVB-BSA, ¢ - AuNp-CramoLL-PVB-BSA-ovalbumina. As linhas sélidas na figura

representam o ajuste.

A seqiiéncia de medidas nanoAu-PVB, nanoAu-Lectina, e nanoAu-Lectina-
PVB, mostra aproximadamente o bloqueio aditivo da interface, confirmando que a
quantidade de material imobilizado e/ou adsorvido sobre a superficie do eletrodo esta
relacionado diretamente com a impedancia. Adicionalmente, uma atengdo deve ser dada
para o pequeno aumento na Rer associado com a presenca de glicose (5,4 kQ) e
ovoalbumina (6,8 k) na auséncia de lectinas, em comparacdo com os valores das
proprias lectinas (10,9 e 9,1 kQ).

O sistema com glicose mostra o menor valor de resisténcia. Ele parece indicar
que a glicose estd causando um aumento na permeabilidade do par redox na interface. O
BSA ndo parece adsorver fortemente sobre o eletrodo, atuando como um agente de

bloqueio para os sitios nao especificos sobre a superficie.
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Tabela 1 - Resultados da impedancia ajustados para os eletrodos modificados da Figura 45.

Eletrodo modificado Rer x 10° (Q) Q (uF) n
nanoAu-ConA 1026 £0.10 1.25+£0.05 0.89+0.01
nanoAu-ConA-PVB 18.80+4.55 0.87x0.18 0.92 £0.07
nanoAu-ConA-PVB-BSA 21.70 £ 2.35 1.04£0.22 0.92+0.01
nanoAu-CramoLL 9.10£0.29 1.18£0.37  0.89+0.02
nanoAu-CramoLL-PVB 1530+2.20 1.04£0.15 091%0.05
nanoAu-CramoLL-PVB-BSA 17.20 £ 1.05 1.13£0.01 0.92 +0.01
nanoAu-PVB 6.77£0.15 0.99 £0.18 1.00 £ 0.03
nanoAu-PVB-BSA-ovalbumina  6.83 +0.08 091045 0.65%0.01
nanoAu-PVB-BSA-glicose 5.43+£0.49 0.73£0.49  0.70£0.06

A partir destes resultados nds observamos que a interacio de ConA com a
ovoalbumina foi mais forte que a interagdo de CramoLL. Estes resultados demonstrarm
que estas lectinas permaneceram com a propriedade de reconhecimento bioldgico,
mesmo apds sua adsor¢do ao eletrodo. As diferencas podem ser explicadas devido ao
estudo que foi realizado por alguns pesquisadores para determinar a relevancia das
extremidades do sitio de reconhecimento para monossacarideos, obtendo-se
informacdes sobre as diferencas entre ConA e CramoLL (de Souza et al., 2003).
Através da sobreposi¢do da estrutura cristalografica de CramoLL sobre a estrutura
cristalografica de ConA ambas complexadas com varios oligossacarideos, foram

identificadas duas regides contendo diferencas que podem estar relacionadas com o

diferenca no reconhecimento para oligossacarideos e glicoproteinas.
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Foram identificadas substitui¢des dos residuos de aminoacidos Thr226 e Ser168
em ConA para Gly226 e Asn168 em ConA e para CramoLL verificou-se que a baixa
afinidade para oligossacarideos quando comparado com a ConA era devido ao menor
contato devido a presenca do residuo Gly226 e ao impedimento estérico proporcionado
pelo residuo Asnl168 com os sacarideos proximos do sitio de interagdo com actcar (de

Souza, et al., 2003).

Com os resultados obtidos, comentarios sobre os parametros do elemento de fase
constante (Q e n) poderiam ser especulativos. No entanto, algumas observacdes podem
ser feitas sobre as variacdes de n. Este parimetro estd préximo a 1 em muitos
experimentos, ¢ proximo a 0,5 apenas para os nanoAu-PVB-BSA-ovoalbumina e
nanoAu-PVB-BSA-glicogénio. Isto € uma indicacdo de algum aspecto difusional do
processo de transferéncia de carga na interface. Em outras palavras, além das limitagdes
do transporte de massa difusional, hd alguma limita¢do dentro do material imobilizado
sobre a superficie do eletrodo. O transporte de massa da solucdo representa a
impedancia de Warburg no circuito equivalente, e aparece nas regides de baixa
freqiiéncia em parte dos resultados da andlise de EIE. O transporte de carga limitado por
difusdo na interface é indicado pelo valor préoximo a 0,5 nestes dois sistemas
mencionados acima.

Espera-se que o circuito equivalente geral para estes sistemas eletroquimicos
contendo ConA e CramoLL seja representado pelo modelo de Randles (Bard et al.,
2000), o qual inclui a resisténcia 6hmica da solucdo eletrolitica, a impedancia de
Warburg, resultante da difusdo de ions do volume do eletrdlito para a interface do
eletrodo, a capacitancia da dupla camada, e a resisténcia a transferéncia de carga, que

existe quando a solucdo eletrolitica contém um par redox (Eq. 8).

118



Oliveira, M.D.L.

R R’
Z':RQ‘F ct Zn_ aﬂd ct

1+a)2cd2Rcz2 € _ 1+ a)2Cd2RCt2 (Eq 8)

Sensores eletroquimicos para hibridizacdo de DNA de organismos infecciosos
como o virus Herpes simplex Il e C. perflingens foram desenvolvidos para reconhecer
seqiiéncias de oligonucleotideos, os quais quando complementares a sua fita molde leva
a um aumento na carga adquirida ap6s a hibridizacdo. Quando expostos a seqiiéncia nao
complementar a carga dos voltamogramas é pequena, demonstrando que alguns
biossensores podem ter este comportamento, enquanto que outros pode haver a queda
da corrente propiciado pelo bloqueio da dupla camada elétrica (Napier et al., 1997).

ConA e CramoLL apresentam similaridades estruturais além de possuirem
especificidade semelhante para carboidratos, no entanto, apesar da homologia hd o
interesse de identificar caracteristicas particulares de cada uma que permitam elucidar
seus mecanismos de reconhecimento a carboidratos bem como informacdes acerca de
suas disposicdes estruturais. No estudo com o sistema nanoAu-PVB, foi observado que
CramoLL manteve sua habilidade de reconhecimento sacaridico neste ambiente.

As especificidades e afinidades dos sitios associados sdo alcangadas
principalmente por pontes de hidrogénio, com a ajuda de for¢as de van der Walls e
interacdes hidrofébicas com residuos de aminoacidos arométicos que estdo proximos as
porcdes hidrofoébicas de monossacarideos (Sharon, 1993) contribuindo para a
estabilidade e especificidade dos complexos formados.

As lectinas ConA e CramoLL se ligam a diferentes glicoproteinas presentes em
plasma humano (Lima et al., 1997), e elas apresentam reconhecimento diferenciado
para células normais e transformadas (Beltrdo er al., 1998). ConA e CramoLL exibem

elevada afinidade para o-D-glicose, a-D-manose, glicogénio (Sato et al., 2004) e
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ovoalbumina (Correia et al., 1995). Estas lectinas reconhecem monossacarideos e
glicoproteinas, que sdo os inibidores da aglutinag¢do dos eritrécitos (Correia et al., 1995,
Sharon e Lis, 2003).

Desde que a interagdo proteina-carboidrato € um fendmeno comum em sistemas
bioldgicos, os estudos da interagdo entre ConA/CramoLL com glicose e ovoalbumina
proporcionam uma melhor compreensao desta interacdo (Zhang et al., 2001). Além
disso, estas lectinas podem se ligar a moléculas de carboidrato contidas em
glicoconjugados das membranas celulares. A interagdo entre eles, que representa uma
reacdo do tipo antigeno-anticorpo, pode ser utilizada para mapear as propriedades da
superficie celular, e seu estudo possui grande significado para a imunologia.

Estas lectinas reconhecem uma fracdo da ovoalbumina que contém os residuos
de Man7 e Man8 nas cadeias de oligo-manose, e tem sido verificado que as interacdes
com ConA e CramoLL relativamente ndo sdo afetadas pela proteina matriz da
ovoalbumina (Mandal et al., 1994).

Os resultados presentes na Figura 47ab (para ConA e CramoLL,
respectivamente), mostram claramente que ambas as lectinas foram capazes de
reconhecer a glicoproteina ovoalbumina que pode ser observado pelo aumento da
resisténcia de transferéncia de carga, Rcr. Por isso, o desempenho do eletrodo
modificado para a detec¢do de acucares e glicoproteinas foi avaliado através de uma
variacdo relativa deste parametro (ARct). Esta variacdo pode ser calculada de acordo

com a equagao que segue:

R o y—R .
ARCT (%) — CT (lectina—agiicar) CT (lectina) X 100%

CT (lectina)

Eq. 9

onde 0 Recrgeciingg € 0 valor da resisténcia de transferéncia de elétrons do eletrodo

modificado com nanoAu-Lectina-PVB-BSA. O Rcrectina-acicar) € 0 valor da resisténcia
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de transferéncia de elétrons do eletrodo modificado com nanoAu-Lectina-PVB-BSA
apods a exposicao a solugdo contendo glicose ou ovoalbumina.

No caso da ovoalbumina, um estudo foi realizado para diferentes concentragdes. Os
resultados podem ser visualizados nas Figuras 47a, b. O ARt aumenta claramente com
o aumento da concentracdo de ovoalbumina, o que indica que as interagdes entre lectina

e actcar podem ser detectadas pelo eletrodo modificado.

0 50 ' 1(I)0 ' 1%0 ' 260
Concentracao (png/mL)

80+

0 ' 5IO ' 1(I)0 ' 150 ' 2(I)0
Concentracao (ug/mL)
Figura 47 - Os diagramas apresentam o ARcrq, para os sistemas que correspondem ao nanoAu-ConA-
PVB-BSA (a) e nanoAu-CramoLL-PVB-BSA (b) apds ser incubado com diferentes concentracdes de
ovoalbumina em tampao TFS (pH 7.4), representadas por 200 pg/mL, 150 pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL

e 25 ug/mL.
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Este aumento no ARcr € similar para ambas as lectinas, acima de 50 pug/mL de
ovoalbumina. No entanto, para elevadas concentragcdes de ovoalbumina, ConA
apresentou um aumento continuo no ARcr (Fig. 47a), enquanto que CramoLL exibiu
um plat6 (Fig. 47b). Neste momento, ndo € possivel explicar este comportamento para
CramoLL, mas € claro que isto indica uma espécie de saturagcdo na resposta
impedanciométrica.

No6s observamos que nenhuma mudanca da resisténcia de transferéncia de
elétrons foi detectada nos experimentos utilizando lactose. Como ja € de conhecimento
que ambas as lectinas ndo exibem nenhuma interacdo com este carboidrato e seus
derivados, isto indica que as modificagdes da resisténcia de transferéncia de elétrons
observadas com a ovoalbumina sdo devido a interag@o especifica lectina-acticar. Além
disso, os diferentes comportamentos vistos para estas duas lectinas, demonstra que a
variacdo na impedancia estd relacionada a interacdo lectina-ovoalbumina, evento de
maior significancia quando comparado com a ovoalbumina adsorvida na auséncia de
lectina. Um resumo destes resultados € apresentado na Tabela 2, para concentracdes
fixas de ovoalbumina e glicose (200 pg/mL).

Estes resultados demonstram que as lectinas estdo retendo suas capacidades no
reconhecimento a estes carboidratos complexos apds a adsor¢do. No entanto, hd um
efeito surpreendente observado com a glicose, a resisténcia de transferéncia de carga da
interface diminui sobre a adicio da mesma (indicado pelo valor negativo do ARcr).
Como mencionado anteriormente, parece que a interagdo da glicose com o eletrodo
aumenta a permeabilidade da interface para o sistema redox. Nao obstante, os resultados
indicam claramente que este sistema pode ser aplicado para a construcio de um

biossensor para glicoproteinas presentes no soro humano.
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Tabela 2 - Resultados de impedancia da interacdo lectina-acticar ajustados a partir da Fig. 46.

Eletrodo modificado Interacao Lectina-acicar
Antes' Apbs” Apbs” ARcr(%)  ARer(%)
Rer, Q) (RCT’ Q) Rer, Q) (Ovoalbumina) (Glicose)
nanoAu-ConA-PVB-BSA 21.700 45.900 12.230 112 -43,6
nanoAu-CramoLL-PVB-BSA 17.200 27.530 13.120 60,1 -23,7

1 ~ 2 . . 3 .
Antes do contato com os agucares, “Depois do contato com a ovoalbumina, “Depois do contato com a

glicose.

Como podemos observar o0 ARct aumenta com a presenga do agucar, indicando o
reconhecimento da lectina. As lectinas ConA e CramoLL sdo especificas para a
glicoproteina ovoalbumina e ao monossacarideo glicose. Desta forma o eletrodo
modificado AuNp-ConA/CramoLL-PVB-BSA pode ser utilizado como um dispositivo
para o diagnostico de doengas pela detec¢ao de imunoglobulinas no soro humano.

De forma andloga ao que foi realizado com as medidas de impedancia, para a
realizacdo das voltametrias foi utilizado o par redox (Ki;[Fe(CN)gl/K4[Fe(CN)g]) como
marcador para investigar as modificagcdes o comportamento do eletrodo depois de cada
etapa de modificagdo do mesmo, assim como foi dito anteriormente.

A Fig. 48a,b (para ConA e CramoLL, respectivamente) mostra os VCs para o
eletrodo limpo, e o eletrodo modificado com nanoAu-Lectina, e nanoAu-Lectina-PVB.
Como demonstrado na Fig. 48, o processo de adicao de diferentes materiais sobre a
superficie do eletrodo é acompanhado de uma diminui¢do na resposta amperométrica do
eletrodo e por um aumento na separacdo pico-a-pico das correntes de pico catédica e
anddica do par redox, e a partir destes dados foram obtidos desvios percentuais relativos

a atividade bioldgica das lectinas.
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<
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Figura 48 - Voltamogramas ciclicos dos eletrodos nos diferentes estigios: (a) m — Eletrodo de ouro limpo,
e - nanoAu-ConA, A - nanoAu-ConA-PVB, V¥ - nanoAu-ConA-PVB-BSA, x - nanoAu-ConA-PVB-
BSA-glicose e + - nanoAu-ConA-PVB-BSA-ovoalbumina, ¢ nanoAu-ConA-PVB-BSA-glicogénio, (b) m
— Eletrodo de ouro limpo, e - nanoAu-CramoLL, A - nanoAu-CramoLL-PVB, ¥ - nanoAu-CramoLL-
PVB-BSA, x - nanoAu-CramoLL-PVB-BSA-glicose e + - nanoAu-CramoLL-PVB-BSA-ovoalbumina, ¢
nanoAu-CramoLL-PVB-BSA-glicogénio. Eletrélito suporte Ky[Fe(CN)g]/K;[Fe(CN)g], 10 mM, 1:1 +

0.15 M NaCl em 10 mM com pH 7,4; velocidade de varredura de 50 mV.s.

Andlogo ao que foi observada na impedancia, na presenca de glicose, a corrente
€ maior que na presenca de ovoalbumina. Principalmente, depois que a ovoalbumina é
acoplada as moléculas de lectina, a separacdo de pico € consideravelmente maior

ocorrendo um quase que total desaparecimento do pico observado. Isto é devido ao fato
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que o complexo lectina-agicar age como uma camada de bloqueio da passagem dos
elétrons e, desta forma, os voltamogramas passam de um processo controlado por
difusdo para um processo controlado por ativagao.

Desde que a adsor¢ao das espécies diminui a corrente, uma anélise andloga a da
impedancia pode ser realizada com o reciproco das correntes de pico. A extensdao da

adsor¢do pode ser expressa como um desvio percentual relativo da seguinte forma:

[W/2,) =/ 1)) oo

AI(%) = (I/Ib) Eq. 10

onde, I, € a corrente de pico anddica antes da lectina interagir com a ovoalbumina e com
a glicose e I, é a corrente de pico anddica apds a interagdo com o carboidrato.

A Tabela 3 apresenta o resultado destas andlises para o eletrodo modificado
nnaoAu-ConA/CramoLL-PVB-BSA antes e apés a reacdo até a concentracdo de 200
png/mL de ovoalbumina e glicose. Todas as medidas foram realizadas em triplicatas e os
resultados foram aproximadamente semelhantes.

Como pode ser visto na Tabela 3, os desvios percentuais relativos de ambas as
lectinas com ovoalbumina foram maiores que com a glicose. Adicionalmente, a glicose

causou uma diminui¢do no desvio percentual.
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Tabela 3 - Deslocamento da corrente anddica para o eletrodo modificado nanoAu-ConA/CramoLL-PVB-

modificado com 200 pg/mL de agucar.

Eletrodo modificado Interacao Lectina-acicar
Antes' ApGs” ApGs’ Al(%) Al(%)
/1, pA™Y (M, pAY (11, pA) (Ovoalbumina) (Glicose)
nanoAu-ConA-PVB-BSA 0.262 0.781 0.265 198 1,14
nanoAu-CramoLL-PVB-BSA 0.315 0.474 0.272 50,5 -13,65

P . . 3 s
"Antes do contato com os acucares, 2Dep01s do contato com ovoalbumina, “Depois do contato com a

glicose.

Desta forma, o sistema ConA demonstrou um desvio maior que o sistema
composto por CramoLL, para ambos os acucares. Finalmente, fica claro que a
sensibilidade de ConA para a ovoalbumina foi maior que todos os sistemas
investigados. Estes resultados estdo de acordo com os dados apresentados para a
impedancia.

Para verificar se as respostas eletroquimicas obtidas tanto nos voltamogramas
ciclicos como na espectroscopia de impedancia das lectinas CramoLL e ConA para os
acucares era referente as interagdes sitio-especifco, foram realizadas medidas sem a
presenca das respectivas lectinas e comparados os padrdes de respostas obtidos frente as
medidas dos biossensores montados com nanoparticulas de ouro e polivinilbutiral.

A voltametria ciclica foi realizada apds cada etapa de modificagdo do eletrodo de
Au limpo. Através desta medida pdde-se observar que VC do eletrodo de Au limpo
corresponde as caracteristicas ja observadas em outras medidas para o sistema
CramoLL e ConA, ou seja apresenta processo limitado por difusao.

Ap6s a modificagdo do eletrodo com nanoAu-PVB foi verificada uma

diminui¢do da resposta amperométrica proveniente de um processo de bloqueio da
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transferéncia de elétrons da interface solucdo-eletrodo, com curva que ainda apresenta

reversibilidade. Esta queda da resposta amperométrica nio foi mais observada quando o

eletrodo foi submetido ao contato com BSA, nem quando em contato com a

ovoalbumina, sendo revelando que nao houve formagao de um complexo bioespecifico

(Fig. 49a). Na Fig. 49b podemos observar a diferenca das curvas dos VCs para o

sistema nanoAu-PVB-BSA, sem lectinas, e para o sistema com ConA e CramoLL

8
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Figura 49 - Voltamogramas ciclicos (VCs) dos diferentes eletrodos em solugdo ferro/ferricianeto (em TFS

10mM em H20 pH 7,4) , Velocidade de varredura foi de 50 mV.s-1 e Eg=0,1V,E; =0,7 Ve E,=-

0,2V. a) Sistema sem lectinas: m Eletrodo de ouro; o Eletrodo Au+nanoAu+PVB;

Eletrodo

Au+nanoAu+PVB+BSA; ¢ Eletrodo Au+nanoAu+PVB+BSA+ovoalbumina, b) Presenca das lectinas:

Eletrodo Au+nanoAu+PVB+BSA; o Eletrodo Au+nanoAu+ConA+PVB+BSA;

Eletrodo

Au+nanoAu+CramoLL+PVB+BSA.
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A presenca das lectinas promove um maior decréscimo das respostas
amperométrica do que o sistema que ndo contém lectinas, o que nos leva crer que a
resposta aos acucares € dependente da presenca das lectinas que reconhecem o seu
analito via sitio de interacao.

Na Fig. 50 observa-se a comparacdo de respostas da ConA e CramoLL em
relac@o aos brancos eletrodo Au-nanoAu-PVB-BSA e eletrodo Au-nanoAu-PVB-BSA-
ovoalbumina. Através desta avaliacdo podemos verificar que o processo de
reconhecimento da glicoproteina ovoalbumina € governado pelo sito de interacdo
especifico das lectinas em estudo. Portanto, as dreas anddica e catddica nao sofreram
uma diminuicdo significativa que evidenciasse a ndo importancia da presenca das

lectinas para a caracteriza¢ao do biossensor.

30 [ Anédica
] Catbdica
25+
d 1-Au limpo
~ 204 2-Au+nanoAu+PVB+BSA
% 1 3-Au+nanoAu+PVB+BSA+ovoalbumina
© 154 4-Au+nanoAu+conA+PVB+BSA+ovoabumina
2 1 5-Au+nanoAu+cramoLL+PVB+BSA+ovoalbumina
< 104
5
0 + + + +
1 2 3 4 5
Etapas

Figura 50 - Area dos voltamogramas ciclicos (VCs) dos diferentes eletrodos em solucio ferro/ferricianeto
(em TFS 10mM em H,O pH 7.,4) na auséncia de lectinas. Velocidade de varredura foi de 50 mV.s-1 e E,

=0,1V,E;=0,7VeE,=-0,2V.

Podemos evidenciar a bioatividade dos biossensores com as lectinas em estudo

pela andlise das dreas acima, as quais revelam a dificuldade de transferéncia de elétrons
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quando o biossensor estd interagindo com a glicoproteina (Fig. 50), sendo uma resposta
diferente quando as lectinas ndo estdo presentes.

O sistema sol-gel composto de nanoparticulas de ouro e polivinilbutiral
demonstra ser adequado para o processo de adsor¢ao das lectinas em eletrodos poli
cristalinos, desta forma tanto para CramoLL quanto para ConA houve a retencdo da
bioatividade das mesmas o que indica a viabilidade do biossensor.

Ao analisar as respostas impedanciométricas podemos observar que os valores
de impedancia na auséncia de ConA e CramoLL foram bem menores quando
comparados com experimento com as lectinas em estudo (Fig. 51a, b), o que possibilita
a visualizac@o do processo de adsor¢ao das lectinas a superficie do eletrodo.

No diagrama Nyquist (Fig. 51a) percebe-se que hd uma adsor¢ao do sistema
nanoAu-PVB pelo discreto aumento do diametro do semicirculo que traduz o valor de
Rer, € uma pequena mudanca é observada neste grafico quando adiciona-se o BSA e a
ovoalbumina. Neste eletrodo pode ser verificado que ocorre uma melhor adsocao para a
lectina ConA em relacdo a lectina CramoLL. As principais diferencas que nao podem
ser observadas na Fig. 51a, podem ser visualizadas pelo grafico de Bode, através do
qual se pode definir o comportamento dos elementos do circuito em funcdo da

freqii€ncia.
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Figura 51 - Diagrama de Nyquist dos diferentes eletrodos em solucdo ferro/ferricianeto (em TFS 10mM
em H,O pH 7,4) , Velocidade de varredura foi de 50 mV.s-1eEy=0,1V,E; =0,7VeE,=-0,2V. a)
Sistema sem lectinas: m Eletrodo de ouro; o Eletrodo Au+nanoAu+PVB; A Eletrodo
Au+nanoAu+PVB+BSA; ¢ Eletrodo Au+nanoAu+PVB+BSA+ovoalbumina, b) Presencga das lectinas:

Eletrodo Au+nanoAu+PVB+BSA; o Eletrodo Au+nanoAu+ConA+PVB+BSA; ¢ Eletrodo

Au+nanoAu+CramoLL+PVB+BSA.
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No griafico de Bode este resultado pode ser caracterizado pelo aumento do
angulo de fase no intervalo de 100 mHz a 100 KHz que corresponde ao comportamento
capacitivo do sistema, justificando assim, as alteracdes da capacitancia na interface

quando na presenca de BSA e ovoalbumina (Fig. 52).
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Figura 52 - Gréfico de Bode para o sistema sem lectinas: ® Eletrodo de ouro; o Eletrodo
Au+nanoAu+PVB; A Eletrodo Au+nanoAu+PVB+BSA; ¢ Eletrodo

Au+nanoAu+PVB+BSA+ovoalbumina.

3.5 Avaliacdo da atividade biologica da ConA frente aos soros humanos
contaminados com febre da Dengue e febre hemorrdgica da Dengue

A contaminagdo causada por diversos virus resulta no aparecimento de
glicoproteinas na circulagdo sanguinea, um desses casos ocorre com a Dengue. Portanto,
apds a observacdo de que o sistema biosensivel nanoAu-ConA-PVB-BSA exibiu a
capacidade de reconhecimento para a glicoproteina ovoalbumina, foi possivel realizar
uma avaliacdo da habilidade deste sistema em reconhecer glicoproteinas em amostras
bioldgicas. Desta forma, o soro de pacientes infectados por Dengue tornou-se objeto de

estudo para avaliar diferencas de reconhecimento para o soro de pacientes contaminados
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com a febre do Dengue, a febre hemorrdgica do Dengue e soro nao contaminado.
Algumas pesquisas revelam diferencas na composi¢ao glicoprotéica do soro humano, o
qual depende da forma sorolégica da Dengue e permite a distingdo entre a
sintomatologia de Dengue clédssica/febre do Dengue e da Dengue hemorragica/febre
hemorrdgica do Dengue.

Desta forma, o eletrodo modificado com o sistema nanoAu-ConA-PVB-BSA,
foi obtido e posteriormente utilizado como base para deteccdo da interagdo da lectina
ConA com glicoproteinas presentes no soro de pacientes infectados com a febre do
Dengue e febre hemorragica do Dengue.

A Fig. 53 demonstra o efeito da diluicao das amostras de soro sobre os espectros
de impedancia. As dilui¢cdes 1:10, 1:30, 1:50 e 1:80 foram utilizadas com o objetivo de
avaliar o grau de reconhecimento biolégico da lectina ConA. Como podemos observar
na Fig. 53 houve interacao do sistema nanoAu-ConA-PVB-BSA com glicoproteinas do
soro de pacientes infectados com a febre do Dengue e com a febre hemorrdgica do
Dengue.

Praticamente para todas as diluicdes testadas houve um reconhecimento da
lectina ConA para os soros avaliados. O reconhecimento pode ser evidenciado através
do aumento da impedancia total do sistema apds o contato do sistema nanoAu-ConA-
PVB-BSA, este aumento reflete no tamanho do didmetro do semicirculo do diagrama de
Nyquist. Para dilui¢cdes maiores, a capacidade do eletrodo em distinguir os diferentes
tipos de soro diminui, enquanto que para menores dilui¢cdes a sensibilidade de medida
da instrumentacdo, € diminuida (em funcdo do aumento na impedincia). Assim, a

diluicao de 1:30 foi selecionada para todas as medidas posteriores.
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Figura 53 - Diagrama de Nyquist das etapas de imobilizacdo das glicoproteinas do soro de pacientes:
eletrodo de ouro limpo (m), eletrodo de ouro-nanoAu-PVB (0), nanoAu-ConA-PVB-BSA (°), nanoAu-
ConA-PVB-BSA-GS 1:50 (¢), nanoAu-ConA-PVB-BSA-GS 1:30 (<), nanoAu-ConA-PVB-BSA-
GS1:10 (+).
Também foram realizadas medidas de espectroscopia de impedancia

eletroquimica em fun¢do do potencial aplicado para verificar diferencas nas respostas
para os diferentes tipos de soro. Foram avaliados os potenciais de -0,1 a 0,4 V, e para
cada potencial foram obtidas respostas diferentes, conforme apresentado na fig. 54. Esta
faixa de potencial foi escolhida para evitar condi¢cdes extremas ao sistema nanoAu-

ConA-PVB-BSA, propiciando a ndo degradag@o das biomoléculas. Para todos os soros

133



Oliveira, M.D.L.

analisados com DC, DH e Dneg foram observados que no potencial de 0,2 V houve uma

melhor resposta impedanciométrica do sistema se estabelecendo um semicirculo apds as

analises.
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Figura 54 - Medidas de impedancia eletroquimica na dilui¢do de 1:30 em solu¢ao de ferricianeto de

potdssio 10mM em tampao fosfato de sédio pH 7,4. a) eletrodo limpo, b) sistema com febre do Dengue e

¢) sistema com febre hemorragica.

De acordo com os dados obtidos o potencial de escolha foi o de 0,2 V e as

diferencas entre DC, DH e Dneg pode ser observado na Fig. 55. Pode-se observar que a

melhor resposta para os sistemas € para o soro com Dengue cldssica uma vez que para

esta amostra tem-se uma maior impedancia total do sistema (Fig. 55).
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Uma vez que o potencial de circuito aberto apresenta em média um valor de
0,21 V, todos os demais resultados foram obtidos em potencial de circuito aberto, na

diluicao de 1:30 em pH 7,4 e tamao fosfato de s6dio 10 mM..
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Figura 55 - Medidas de impedancia eletroquimica na dilui¢do de 1:30 em solug@o de ferricianeto de

potdssio 10mM em tampao fosfato de s6dio pH 7,4. Detalhe: Impedéncia de eletrodo limpo.

Avaliamos a reprodutibilidade dos experimentos em relacdo a trés pacientes

diferentes para febre do Dengue, febre hemorrigica do Dengue e Dengue negativo para

a dilui¢do de escolha 1:30.

A Fig. 56 demonstra trés medidas dos sistemas ConADC (a), ConADneg (b) e

ConADH (c).
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Figura 56 — Diagrama de Nyquist demonstrado a reprodutibilidade das amostras de ConADC (a),
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Percebemos que ha apenas pequenas variacdes das medidas realizadas para uma
mesma amostra demonstrando que os experimentos realizados neste estudo sdo
totalmente reprodutiveis independentes do tipo de amostra utilizada. Foram realizadas
trés medidas para o mesmo soro de pacientes contaminados para observarmos os
padrdes de respostas impedanciométrica obtidos (Fig. 57).

Como podemos observar os dados referentes ao soro de glicoproteinas de
pacientes infectados por Dengue cldssica e negativo, apresentaram perfis semelhantes

durante a repeti¢des das andlises (Fig. 57).
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Figura 57 — Diagrama de Nyquist demonstrado a reprodutibilidade das amostras de ConADC (a),

ConADneg (b) e ConADH (c) de repeti¢des para os mesmos soros analisados.
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O perfil de reposta impedimétrica dos sistemas ConADneg, ConADC e
ConADH para a dilui¢ao 1:30 pode ser visualizado na Fig. 58. Onde se pode visualizar
a maior resposta impedimétrica para o sistema ConADC. Inversamente, para o sistema
ConADneg € observada a menor impedancia demonstrando que nao hd reconhecimento
especifico do sensor para esta amostra, 0 que demonstra uma maior seletividade para
elementos glicoprotéicos que estdo presentes no soro de pacientes conatmiandos pela

Dengue cléssica.
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Figura 58 — Diagrama de Nyquist para os sistemas ConADC, ConADneg e ConADH na dilui¢do de 1:30.

A Fig. 59a-d mostra as imagens de TEM dos sistemas nanoAu-ConA e nanoAu-
ConA-glicoproteina dos soro infectado com febre do Dengue, da febre hemorragica do

Dengue e soro negativo para Febre do Dengue. A Fig. 59a apresenta uma distribuicao
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monodispersa das nanoparticulas de ouro com morfologia esférica. A insercdo de
glicoproteinas do soro provoca a aglomeracio do sistema nanoAu-ConA (Fig. 59b). Na
Fig. 59b grandes aglomerados, obtidos pelo uso de glicoproteinas do soro de pacientes
infectados pela Dengue cldssica (DC), € a forma prevalente e nanoparticulas isoladas
sdo menos abundantes. Finalmente, na Fig. 59c obtida pelo uso de soro negativo para
Dengue revela que ndo ha aglutinacio entre o sistema lectina-AuNP e glicoproteinas.
Serd mostrado abaixo, que tais resultados estdo em concordancia com as medidas de
impedancia. Portanto, é possivel afirmar que as imagens de TEM sugerem fortemente
que a ConA imobilizada sobre a superficie da AuNp € capaz de reconhecer

glicoproteinas presentes no soro infectado por Dengue.

Figura 59 - Imagens representativas de TEM demonstrando os sistemas de AuNp-ConA (a),

glicoproteinas do soro de pacientes infectados por febre do Dengue induzindo agregagdo de AuNP-ConA
(b), glicoproteinas de pacientes infectados por febre hemorrdgica do Dengue induzindo agregacdo de

AuNP-ConA (c) e glicoproteinas do soro negativo para o Dengue (d).
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O gréfico de Bode nos fornece informagdes relevantes a acerca da capacitancia
da dupla camada, podemos observar que a medida que ocorre a modificacdo da
superficie do eletrodo hd um aumento do carater capacitivo da interface observado pelo

aumento no angulo de fase (Fig. 60).
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Figura 60 - Gréfico de Bode para o sistema ConA na presenca de glicoproteinas do soro: o Eletrodo de
ouro limpo; A Eletrodo Au+nanoAu+ConA+PVB+BSA; O Eletrodo
Au+nanoAu+ConA+PVB+BSA+GS(Dneg 1:30); x Eletrodo Au+nanoAu+ConA+PVB+BSA+GS(DH

1:30) ¢ ¢ Eletrodo Au+nanoAu+ConA+PVB+BSA+GS(DC 1:30).

Os pacientes com FHD/DH possuem menor conteido plaquetdrio e altos niveis
de sVCAM-1. O sVCAM € uma sialoglicoproteina expressa pela membrana do
endotélio. Este tipo de proteina estd envolvido nos processos de adesao celular, e no
desenvolvimento da aterosclerose e artrite reumatdide (Perez et al., 2004). Os niveis

elevados de NS1 e de sVCAM para pacientes com DH, relacionados com elevado nivel
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de IL-10 para DH e IFN « e v pode estar associado ao reconhecimento diferenciado do
sistema nanoAu-ConA-PVB-BSA. Desta forma podemos verificar que a resposta
impedanciométrica da lectina ConA foi maior para o soro DC provavelmente devido a
uma maior interagdo biomolecular propiciado pelo sitio de ligacdo aos carboidratos.
Através do programa EQUIVCRT foi feito uma modelagem dos dados
experimentais, utilizando-se o circuito de Randels modificado. Podemos observar as
curvas ajustadas (linhas sélidas) na Fig. 61, indicando um bom ajuste entre 0 modelo do

circuito e o sistema medido.

’ T ’ T ’ T ’ T ’ T ’ T ’
4
0 1x10° 2x10° 3x10° 4x10° 5x10° 6x10
Z (ohm)
Figura 61 - Diagramas de Nyquist das etapas de reconhecimento das glicoproteinas do plasma (1:30):

nanoAu-ConA-PVB-BSA eletrodo modificado (0), nanoAu-ConA-PVB-BSA-Dnegativo (A ), nanoAu-

ConA-PVB-BSA-DH (¢), nanoAu-ConA-PVB-BSA-DC (e).
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Este circuito € o mesmo das analises anteriores, circuito de Randles modificado,
demonstrando correlacio do comportamento da superficie do eletrodo, que segue a
tendéncia de sofrer bloqueio com a eventual adsor¢do biomolecular.

Através desta modelagem, obtiveram-se os valores de Rct, Q e n do circuito de
Randles modificado (Tabela 4). Além disto, na tabela também sdo apresentados os
valores de Capacitancia (C) que podem ser extraidos dos valores de Q e n utilizando as
equagdes de Q (Q=R rl'IC“) e da constante de tempo T (T=RC), de acordo com

procedimento apresentado por Roscoe e colaboradores (Roscoe et al., 2005):
1-n
C=Qr Eq. 11

onde Q representa dispersdo de capacitancias, o T refere-se a constante de tempo,
enquanto que n representa a caracteristica da impedincia e apresenta valores no
intervalo entre -1 a 0.

Podemos observar que os valores de Rcr sdo mais elevados para o sistema
nanoAu-ConA-PVB-BSA em contato com DC e que os valores de Q e C também sao
elevados para este sistema, demonstrando que Q e C aumentam a medida que o Rer se
eleva.

O aumento observado no Rcr (Tabela 4) indica claramente que a interacao entre
a lectina-glicoproteina pode ser detectada pelo eletrodo modificado. Este aumento foi
maior para DC nas dilui¢des testadas que DH, caracterizando um reconhecimento
diferencial de ConA para as glicoproteinas do soro de pacientes infectados pela Dengue
classica. Pode-se observar que a medida que ocorre um aumento na resisténcia de
transferéncia de carga (Rct) ocorre um aumento dos valores de Q (elemento de fase
constante), que representa a capacitancia do sistema (Tabela 4). Enquanto a resisténcia

de transferéncia de carga estd diretamente relacionada com a cinética da reacdo redox, o
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elemento de fase constante estd relacionado com a natureza heterogénea entre o

eletrodo/interface da solucdo (reflete a rugosidade da superficie do eletrodo).

Tabela 4 - Resultado de impedancia ajustado para os eletrodos modificados na Fig. 61.

Eletrodo Modificado Rer x 10° Q) Q n C
(1F) (LF)
nanoAu-ConA-PVB-BSA 14,35 1,62 0,890 0,85
SistemaConA-DC1 33,80 3,94 0,790 1,17
SistemaConA-DC2 37,20 4,34 0,790 1,29
SistemaConA-DC3 38,90 4,54 0,780 1,27
SistemaConA-DC3,1 33,79 2,99 0,80 0,94
SistemaConA-DC3,2 38,34 3,42 0,80 1,07
SistemaConA-DC3,3 43,73 3,59 0,79 1,067
SistemaConA-DH1 32,00 2,72 0,850 1,22
SistemaConA-DH2 29,10 2,47 0,865 1,20
SistemaConA-DH3 27,86 2,36 0,860 1,12
SistemaConA-DH]1,1 42,31 2,67 0,860 1,27
SistemaConA-DH1,2 37,01 2,35 0,864 1,14
SistemaConA-DH]1,3 35,20 2,17 0,864 1,05
SistemaConA-Dnegl 19,22 1,63 0,880 1,16
SistemaConA-Dneg?2 21,11 1,48 0,884 1,07
SistemaConA-Dneg3 20,19 1,55 0,882 1,11
SistemaConA-Dnegl,1 19,51 1,67 0,884 1,21
SistemaConA-Dnegl,2 21,15 1,68 0,882 1,19
SistemaConA-Dnegl,3 20,34 1,58 0,883 1,14

O aumento da capacitancia associada com a elevagdo da resisténcia do sistema
pode estar associado ao fendmeno de existéncia de poros na camada protéica (Roscoe et
al., 2005), este fato advém da combinacio em paralelo entre a capacitiancia da dupla
camada com a capacitancia relativa da lectina quando em contato com o sistema
nanoAu-PVB-BSA. Evidéncia esta relatada em trabalhos anteriores do grupo com as
lectinas Lentil e ConA (Ribeiro et al., 2005).

De forma andloga ao apresentado anteriormente, o aumento da impedancia do

sistema foi registrado em funcdo da componente, Rcr a qual pode ser expressa como:

ARCT (%) — RCT(lectina—glicoprotez’na) o RCT(lectina) X 100%
CT (lectina)

Eq. 12
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onde o Rer(lectina) € o valor da resisténcia de transferéncia de elétrons do eletrodo
modificado com o sistema nanoAu-ConA-PVB-BSA. O Rcr(lectina-glicoproteina do
soro) € o valor da resisténcia de transferéncia de elétrons do sistema nanoAu-ConA-
PVB-BSA apds o contato a solu¢des diluidas contendo glicoproteinas do soro.

Podemos verificar quantitativamente na Tabela 5 que a resisténcia de
transferéncia de carga aumenta apdés o contato do sistema com o soro de pacientes
conntaminados com DC e DH, aumento este indicado pelos valores ARct para DC
(256,0%), ARct para DH (103,17%), enquanto que para o soro negativo foi obtido um
valor menor de ARct (46,25%), indicando que o processo de interacdo do sistema
nanoAu-ConA-PVB-BSA ¢ governado pelas interagdes especificas que se estabelecem

entre o sitio ativo da lectina e a glicoproteinas presentes no soro dos pacientes.

Tabela 5 — Resultados de impedancia ajustados referente a interacao lectina-glicoproteina da Fig. 61.

Eletrodo Interacao lectina-glicoproteina do
modificado soro

Antes'  Apés®  Apés  Apés®  ARcer(%) ARer(%)  ARcer(%)

Rer, @) (Rer,  Rer, @ Rer, Q) GS(DC) GS(DH) GS(negativo)
Q)
AuNp-ConA- 14,352 51,090 29,160 20.99 256.0 103.17 46.25

PVB-BSA

"Antes do contato com as glicoproteinas do soro (GS), “Apés o contato com GS (DC), *Apés o contato

com GS (DH), 4Apc’)s o contato com GS (negativo).

Com relagcdo ao valor do Rer do sistema nanoAu-ConA-PVB-BSA antes do
contato prévio com os soros dos pacientes nota-se que ele € inferior (1,43 kQ) as etapas
subseqiientes, indicando que o processo que governa estes eventos ¢ o bloqueio da

transferéncia de carga entre a interface eletrodo-solucao.
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Claramente podemos observar que o valor de ARcr% aumenta numa
dependéncia direta com a concentra¢ao de glicoproteinas no soro (Fig. 63). Isto indica
que as interacdes entre a lectina e aglicoporteina podem ser detectadas pelo eletrodo
modificado. O aumento no ARcr% € maior para glicoproteinas do soro de pacientes
com DC do que para os pacientes com DH, indicando um reconhecimento diferencial

pela ConA para os soros de pacientes com a febre do Dengue e com a febre hemorragica

do Dengue.
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Figura 62 - Variagdo do ARcrq, para os sistemas que correspondem a nanoAu-ConA-PVB-BSA-GSDC
(A), nanoAu-ConA-PVB-BSA-GSDH (e) e nanoAu-ConA-PVB-BSA-GSDneg apds incubacio nos

soros em diferentes diluicdes em TFS (pH 7,4), representadas por 1:10, 1:30, 1:50 e 1:80.

Claramente hd uma resposta eletroquimica do sistema em andlise para o soro de

pacientes negativos para o Dengue, desde que este soro também é composto por

glicoproteinas, proteinas do soro, dentre outras moléculas que sdo capazes de interagir
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com o eletrodo. No entanto, a resposta preponderante do sistema é quando o mesmo esta
em contato com os soros contaminados, indicando uma alterag¢do do perfil glicoprotéico
destes pacientes em estudo.

Alguns autores relataram diferencas no padrdo de proteinas presentes em SOros
DC, DH e normal através da utilizagdo da eletroforese bidimensional (Aradjo et al.,
2007). A partir deste estudo verificaram-se diferencas observadas entre as bandas
protéicas, revelando presenca de proteinas em DC que ndo € visualizada em DH. Neste
mesmo estudo foi realizado uma andlise da interacdo de uma lectina a CramoLL,
correlacionada com a ConA, onde a partir de uma difusao radial pode-se observar o
reconhecimento especifico da lectina pelas glicoproteinas presentes em diferentes
amostras. Este ensaio demostrou que CramoLL reconheceu as glicoproteinas do soro de
DC e DH havendo a formag¢dao de um arco de precipitacdo (Aradjo et al., 2007). A
lectina CramoLLL quando acoplada a Sepharose 4B possuiu a capacidade de isolar
proteinas de padrdes diferentes para os soros em andlise. Estes estudos permitiram o
conhecimento de que lectinas do grupo Man/Gli apresentam a habilidade de interagir de
forma diferenciada para gliproteinas presentes em soro de Dengue, podendo indicar
alteracdes anormais no padrao protéico.

Como mencionado acima, os dados da Tabela 4, indicam uma aparente relacao
entre Rer e Q. Esta relacdo fica evidente na Fig. 63 onde se oberva que a medida que o
RCT aumenta o Q se eleva e que ao relacionarmos Q versus Rer conseguimos
evidenciar uma separacdo entre os sorotipos testados com o sistema composto pela
lectina ConA. Desta separacdo verificamos que as respostas dos elementos do circuito
para o sorotipo DC (pacientes com Dengue classica), localizam-se na por¢do superior,

para o sorotipo DH (paciente com Dengue hemorrigica) as respostas tendem para uma
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regido intermedidria, enquanto que, o sorotipo DN (pacientes soro negativo) tende para

aregido de menores valores.
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Figura 63 — Relacdo dos valores de Q versus Rer. DN- soro negativo, DC- Dengue classica e DH-Dengue

hemorragica.

Estes agrupamentos revelam a possibilidade do sistema desenvolvido em

reconhecer quantitativamente cada sorotipo de pacientes contaminados com Dengue de

forma isolada, demonstrando diferencas na especificidade de ConA para cada sorotipo.

E notével a presenga de uma dispersao com relagdo aos valores obtidos com 0s

pacientes DH, no entanto, conseguimos observar uma locaizacao que difere dos outros

Sorotipos.

Ao analisarmos as trés variaveis (Rct, Q e n) dos elementos do circuito modificado

de Randles conseguimos uma separa¢do mais pronunciada dos grupos de cada sorotipo

(Fig. 64). Desta forma o elemento n aparenta demonstrar fundamental importancia no

que diz respeito ao processo de deteccao das glicoproteinas plasméaticas
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Figura 64 — Diferenciacdo entre os sorotipos através da relaciio entre os elementos n, Q, € Rct. — soro

negativo, - pacientes com Dengue hemorragica e — pacientes com Dengue cléssica.

Os valores elevados da capacitancia para DC podem representar a caracteristica
de uma interface compacta, o que reflete a composicdo desta interface (eletrodo-
nanoAu-ConA-PVB-BSA-DC), mais especificamente devido a constitui¢cao
glicoprotéica deste soro.

O reconhecimento distinto da lectina ConA para os soros dos pacientes com
Dengue cldssica e Dengue hemorrdgica pode ser atribuido ao fato de durante a Dengue
hemorragica tem-se o estdgio de secre¢cdo em maior quantidade da glicoproteina NS1,
uma vez que, as células exibem a glicoproteina NS1 quando infectadas com o virus da
Dengue, secretam NS1 dentro do sangue (Avirutnan et al., 2006).

No soro de pacientes contaminados seja na DC ou DH, observa-se a presenga da
gliproteina NS1, com maior proporcao para pacientes com DH. Os dados de impedancia

refletem uma menor interacdo para DH, o que pode estar relacionado com a presencga de
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varios fatores humorais tais como citiocinas pré-inflamatérias (TNF-a e IL-6) que
induzem a experssao de glicoproteinas de adesao ICAM-1 e VCAM-1, E- e P-selectina,
0s quais sao essenciais para iniciar o processo de extravasamento plasmatico (Hober et
al., 1993).

No processo de reconhecimento de ConA para DH verifica-se menor
intensidade, provavelmente pelos niveis elevados de NS1 e de outras glicoproteinas, tal
como, o VCAM-1 de peso aproximado de 100 kDa (Carter et al., 2001), uma
sialoglicoproteina expressa pela membrana do endotélio envolvida nos processos
hemorrdgicos da Dengue, os quais competem mutuamente com o sitio de
reconhecimento para carboidratos da lectina (Perez et al., 2004). Normalmente a NS1
sintetizada aparece como um mondmero no limen do reticulo endoplasmatico e
subseqiiente glicosilacdo (Winkler et al., 2008). A glicoproteina NS1 (46 kDa) atua na
fase precoce da infeccdo viral e também envolvida com a patogénese da DH, € expressa
em trés formas: uma forma residente no reticulo endoplasmatico (RE) que co-localiza
com o complexo de replicacdo viral, uma forma ancorada na membrana e uma
secretada.

Realmente dados demonstram a glicoproteina NS1 presente em altas
concentracdes no soro de pacientes desde os primeiros dias da doenga e estd associada
com o desenvolvimento da DH (Lapphra et al., 2008). A glicoproteina NS1 apresenta
residuos de alta-manose apds processo de glicosilagcdo no complexo de golgi, bem como
sua complexacdo ao glicosil-fosfatidilinositol (Jacobs et al., 2000), este fato pode estar
relacionado com a resposta do sistema nanoAu-ConA-PVB-BSA maior para DC do que
para DH, uma vez que, no soro de pacientes com DH hd a presenca de VCAM-1 uma
sialogliproteina que pode interferir no processo de bioreconhecimento da lectina para a

NS1 nesta fase do estdgio da infec¢do (Abe et al., 1999). O reconhecimento da lectina
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ConA para a glicoproteina NS1 advém do fato desta lectina apresentar afinidade para o
monossacarideo manose (Goldstein et al., 1977).

As moléculas de VCAM-1 possuem 4cido sidlico em sua estrutura, estes sao
monossacarideos com 9 carbonos que se ligam a galactose, N-acetilgalactosamina, ou a
outros 4acidos sidlicos presentes em cadeias de carboidratos que fazem parte de
glicoproteinas ou glicolipidios. Os dcidos sidlicos encontram-se em posicao terminal
numa determinada cadeia e em adi¢do seu primeiro carbono encontra-se ionizado no pH
fisiolégico, sendo o tnico agtcar com carga negativa compondo as glicoproteinas. Por
causa de sua localizagcdo e carga negativa, os dcidos sidlicos ttm um potencial de inibir
interacdes entre moléculas (Acheson et al., 1991, Ardman et al., 1992, Abe et al.,
1999).

Desta forma a presenca de dcido sidlico na estrutura de VCAM-1 ¢
preponderante na resposta diminuida entre o sitio da lectina ConA e as glicoproteinas
presentes no soro de pacientes com DH, haja vista que os mesmos possuem expressao
elevada de s-VCAM associado ao processo de extravasamento vascular, fato que nao se
verifica no soro de pacientes DC.

Desta forma podemos identificar diferengas entre NS1 e VCAM na composi¢ao
sacaridica e com relacio ao peso molecular. Como vimos acima o padrido de
reconhecimento do sistema nanoAu-ConA-PVB-BSA estd relacionado ao processo de
interacdo entre o sitio da lectina ao carboidrato presente em glicoproteinas.

Em geral poderiamos ter obtido maior bloqueio da interface eletroquimica com
a glicoproteina VCAM-1, j4 que a mesma apresenta peso molecular superior a NS1, no
entanto, ndo observamos este comportamento nos dados de impedancia nem de
voltametria, o que justifica a resposta do sistema com ConA estar relacionado a sua

especificidade bioldgica.
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Andlises voltamétricas prestaram-se para analisar o comportamento da lectina
ConA com os soros de pacientes contaminados pela Dengue. Através da andlise grafica
podemos verificar as alteragdes do contorno dos voltamogramas a medida que ocorrem
modificacdes na superficie do eletrodo (Fig. 65). Na Fig. 65a podemos observar os
resultados referentes aos voltamogramas para o sistema nanoAu-ConA-PVB-BSA
quando em contato com o soro contaminado com Dengue cldssica para as diferentes
diluicdes. A medida que diminui a diluicdo (1:10) hd alteracdes nos contornos dos
voltamogramas, sendo verificado um estreitamento da drea dos voltamogramas, o que
demonstra que o sistema estd interagindo com glicoproteina(s) do soro em andlise.
Praticamente nao h4 alteracdo do perfil voltamétrico quando o sistema entra em contato
com o soro diluido a 1:80, o que caracteriza como um material muito diluido para o
sistema em andlise.

Quando passamos a analisar outras diluicdes conseguimos observar respostas
diferenciadas, indicando variabilidade de resposta voltamétrica. A partir dai avaliamos o
soro contaminado com febre hemorrdgica do Dengue/Dengue hemorrdgica, para
observarmos se conseguiriamos obter respostas diferenciadas do sistema quando em
contato com o soro diluido. Caracteristica semelhante foi verificada com os dados de
voltametria obtidos com o soro de pacientes contaminados com Dengue hemorragica.
Houve um desaparecimento das correntes de pico catédica e anddica quando o soro
contaminado com Dengue hemorrdgica com dilui¢do de 1:10 (Fig. 65b).

O eletrodo modificado adquiriu a caracteristica de um sistema praticamente
irreversivel quando em presencga do soro na dilui¢do 1:10, processo este governado mais
uma vez pelo bloqueio da superficie eletroquimica. A resposta voltamétrica do sistema
ConA quando em presenga de soro negativo, revelou uma reducdo suave das correntes

de pico anddicas e catddicas nas diferentes dilui¢des (Fig. 65¢).
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Figura 65 - Voltamogramas ciclicos (VCs) dos eletrodos em diferentes estdgios em diferentes dilui¢des:

Eletrodo de ouro limpo (m), nanoAu-ConA-PVB-BSA (¢), nanoAu-ConA-PVB-BSA-DC/DH/Dneg 1:10

(®), nanoAu-ConA-PVB-BSA-DC/DH/Dneg 1:30 (—), nanoAu-ConA-PVB-BSA-DC/DH/Dneg 1:50

(<), nanoAu-ConA-PVB-BSA-DC/DH/Dneg 1:80 (o). Eletrélito suporte 10 mM

K4[Fe(CN)el/K;3[Fe(CN)g] 1:1 + 0.15 M NaCl em solugdo de TFS pH 7.4, 10mM; velocidade de varredura

de 50 mV.s™".
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Podemos observar a dependéncia das correntes de pico em fun¢do da diluicdo
(Fig. 66). O comportamento do sistema nanoAu-ConA-PVB-BSA frente as diferentes
concentracdes para os soros de DC, DH e Dneg reflete uma linearidade das repostas
voltamétricas, onde verifica-se uma queda da corrente em concentragdes mais baixas.

Fendmeno este associado ao processo de bloqueio dos sitios ativos do eletrodo,
obtendo-se resposta via tunelamento dos elétrons sobre a superficie do eletrodo de ouro.
Podemos verificar as diferencas entre as respostas do sistema aos soros na diluicdo de
1:30. Ap6s o contato do sistema nanoAu-ConA-PVB-BSA com o soro de paciente
negativo para o Dengue pode-se observar que houve uma reducdo da resposta

amperométrica total do sistema (Fig. 66).
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Figura 66 - Dependéncia das correntes de pico em fun¢do da dilui¢do. Eletrélito suporte 10 mM
K4[Fe(CN)gl/K;5[Fe(CN)g] 1:1 + 0.15 M NaCl em solucao de TFS pH 7.4, 10mM; velocidade de varredura
de 50 mV.s™. Au-ConA-PVB-BSA-DH (0), Au-ConA-PVB-BSA-Dneg (A) e Au-ConA-PVB-BSA-DC

(m).
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Posteriormente, o sistema foi posto em contato com os soros de pacientes com
febre do Dengue e febre hemorrdgica do Dengue e, desta forma, foi obtida uma redugao
mais acentuada da resposta amperométrica do sistema, principalmente quando em

presenca do soro em contato com a febre do Dengue (Fig. 67).
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Figura 67 - Voltamogramas ciclicos (VCs) dos eletrodos em diferentes estdgios na dilui¢cido de 1:30:

Eletrodo de ouro limpo (m), nanoAu-ConA-PVB-BSA (©), nanoAu-ConA-PVB-BSA-GSnegativo (e),

K4[Fe(CN)el/K;3[Fe(CN)g] 1:1 + 0.15 M NaCl em solugdo de TFS pH 7.4, 10mM; velocidade de varredura

de 50 mV.s™.

No sistema nanoAu-ConA-PVB-BSA-GSFD/DC houve praticamente um
desaparecimento das correntes de pico anddica e catddica, fato este propiciado pelo

efeito de bloqueio da transferéncia de elétrons na superficie do eletrodo.
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Podemos observar claramente a dependéncia das correntes de pico em fungdo da
concentracdo dos soros avaliados (Fig. 67). Tanto para as correntes de pico anddicas
quanto para as correntes de pico catddicas ha um declinio linear nas correntes de pico,
indicando que quando o sistema estd em contato com uma maior quantidade de
biomoléculas em sua superficie ocorre um maior bloqueio da atividade amperométrica
do eletrodo de ouro. Desta forma podemos observar que ocorre reducao da reatividade
do eletrodo.

A reprodutibilidade das andlises voltamétricas do sistema nanoAu-ConA-PVB-
BSA foi avaliada na presencga do soro de trés amostras de pacientes diferentes para DC,
DH e Dneg (Fig. 68). Na Fig. 68a-c podemos verificar que as medidas apresentam um
perfil semelhante demonstrando pequenas diferengas entre os trés soros de cada caso.

As diferengas entre os voltamogramas para cada caso sdo devido as proprias
diferencas que cada paciente exibe, indicando que mesmo pacientes com a mesma
sintomatologia/infec¢do possuem respostas voltamétricas diferentes, mas com
caracteristicas proprias que confere a resposta do sistema nanoAu-ConA-PVB-BSA
para Dengue cldssica maior que para 0s outros soros.

Na tentativa de se obter diferencas mais significativas nas respostas da lectina
ConA frente aos soros contaminados, foi realizada a voltametria de varredura linear,
numa faixa de varredura de 0,7 a -0,2 V, faixa esta utilizada na voltametria ciclica,
justamente com o intuito de diferenciar um soro do outro. Na Fig. 69a-c, podemos
verificar diferencas entre os soros analisados, de acordo com estas andlises conseguimos
prever que quando o sistema nanoAu-ConA-PVB-BSA € posto em contato com 0s soros
contaminados com a febre do Dengue e com a febre hemorrdgica do Dengue tem-se

uma caracteristica inicial a 0,7 V que ocorre um decaimento da corrente voltamétrica.
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Figura 68 - Voltamogramas ciclicos em diferentes sorotipos da Dengue para trés pacientes na dilui¢do de

1:30 em solugdo de ferro-ferricianeto de potassio 10mM em tampao fosfato de sédio pH 7,4. a) Soro

negativo, b) febre do Dengue e c) febre hemorrdgica do Dengue. P1-paciente n°1, P2-paciente n°2 e P3-

paciente n°3.
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A partir de 0,4 V verifica-se que a corrente atinge um platd, adquirindo valor
constante (~ -7,5 V) até atingir o potencial de 0,2 V, apds este ponto observamos um
novo decaimento da corrente obtida (Fig. 69a, b). No entanto podemos evidenciar que
para as repostas com o soro de febre hemorragica do Dengue (Fig. 69b), ha em 0,7 V
um decaimento mais rdpido da corrente, ou seja, a corrente decai até 0,6 V e a partir de
0,6 V se estabelece um platd até 0,2 V e apds este potencial ocorre um novo
decaimento. Assim verificamos que para DC e DH h4 diferengas na respostas indicando
que o sistema nanoAu-ConA-PVB-BSA em estudo presta-se para a detec¢do de soros
contaminados com a Dengue.

As respostas do sistema referentes ao soro para Dengue negativo foram
observadas um comportamento diferente para os soros contaminados com Dengue
classica e hemorrédgica, pode-se verificar que a partir do potencial de 0,7 V que um
patamar se estabelece logo no inicio da varredura e que o decaimento da corrente se
estabelece a partir do potencial de 0,2 V (Fig. 69c). Caracteristica que difere do que foi
observado para os outros soros avaliados. Desta forma a varredura linear presta-se para
caracterizar diferencas entre os soros de pacientes, variagdes nas medidas sdo
observadas devido a diferencas entre os soros o que reflete um padrao distinto para cada
paciente.

A partir do exposto, observamos que através do estudo do sistema analisado
com os dados de ARc1%, andlise quimiométrica de R, Q e n, bem como as técnicas de
voltametria ciclica e de varredura linear, foi possivel a avaliagao e distingao do perfil
glicoprotéico do soro de pacientes com Dengue cldssica e hemorrdgica. No entanto, a

andlise de ARc1t% pode ser ttil em anélises iniciais para a deteccao desta patologia.
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Figura 69 - Medidas de voltametria linear na diluicdo de 1:30 em solu¢do de ferricianeto de potéssio

10mM em tampao fosfato de sédio pH 7,4. a) Sistema com febre do Dengue, b) sistema com febre

hemorrégica e c) sistema com soro negativo. P1-paciente n°1, P2-paciente n°2 e P3-paciente n°3.
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Portanto, a espectroscopia de impedancia e a voltametria ciclica sdo ferramentas
usadas rotineiramente para o desenvolvimento de biossensores para andlises clinicas, e
deste modo podemos avancar com o uso das lectinas para diferenciar células tumorais,
bacterianas, glicoproteinas de soro, anticorpos bem como compostos fendlicos baseado
no fenomeno de interacdo lectina-carboidrato. O grande interesse na aplicacdo dos
métodos eletroquimicos como base para os sensores biomédicos e clinicos advém da
elevada sensibilidade, baixo custo, e compatibilidade com a tecnologia de micro-
fabricagao.

Os métodos de deteccao eletroquimica baseada em VC e EIE ja tém sido
largamente utilizados na clinica como, por exemplo, sistemas voltamétricos para
deteccdo de dopamina com excelente seletividade e sensibilidade (Wightman et al.,
1999), dispositivos de deteccdo diminutos também sdo usados como sensor para
deteccao simultanea de analitos diferentes (Johnson et al., 2005). No entanto, alguns
problemas dificultam a viabilidade comercial destes dispositivos, tais como o tempo de
estabilidade, biocompatibilidade e seletividade em ambientes bioquimicos, o que
incentiva o estudo da interagdo das proteinas com outras moléculas, bem como a
interacdo com diferentes tipos de eletrodos para elucidar e aprimorar os dispositvos
biomoleculares (Wu et al., 2004; Liu et al., 1998).

Em estudos com ConA também foi avaliada a interacdo desta lectina ao
glicogénio sob eletrodo de ouro modificado com cisteina (aminoécido tiolado), onde foi
verificado que a resposta eletroquimica desta lectina em presenga do glicogénio €
similar as observadas em nosso trabalho tendo afetado a atividade e a condutividade do
eletrodo de ouro, onde os VCs apresentavam queda da resposta amperométrica e

aumento do Rcr nas medidas de impedancia (Tan et al., 2006).
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A estabilidade de filmes de lectinas, principalmente da ConA tem sido
investigada e a mesma € dependente do meio que a lectina se encontra, sendo o pH um
fator preponderante na estabilidade dos filmes de lectinas e que para a ConA, a faixa de
pH apropriado ¢é entre pH 7-8, o que favorece a interagdo aos carboidratos, tal como o
glicogénio. Em pH abaixo desta faixa verifica-se uma instabilidade do filme devido a
disposic@o da estrutura da ConA na forma dimérica, em contraste a forma tetramérica
assumida por esta lectina em pH neutro (Sato et al., 2005).

Estas informacdes sugerem a estabilidade do biossensor formado por ConA,
assim como para CramoLL, uma vez que o tampao utilizado nos testes favorecem que
esta lectina esteja numa disposi¢do espacial mais comoda, o que estd de acordo com
dados obtidos de espectroscopia de fluorescéncia bem como de absor¢ao em 280 nm
que denotam que nao houve perda da estabilidade de ConA.

Outros estudos de caracterizagdo eletroquimica tém proporcionado a obtencdo
de informacdes referente ao processo de adsorcao de lectinas em superficies metdlicas,
para acompanhar os eventos que governam a adsorcdo e a interac@o lectina-carboidrato.
As técnicas de voltametria ciclica e impedancia auxiliam a caracterizagdo de
biossensores sacaridicos, tal como foi observado para o biossensor de ConA em filmes
rigidos de manose como estratégia versatil para investigar a capacidade das lectinas em
reconhecer carboidratos em superficies metdlicas (Zhang et al., 2000).

As medidas de impedancia realizadas no processo de montagem do biossensor
de CramoLL e ConA e conseqiiente aplicacdo do sistema ConA para a detec¢do Dengue
correspondem as reacOes de transferéncia de elétrons entre o eletrodo e os fons
presentes na solucdo. Quando as lectinas interagem com 0s acticares ocorre uma maior
alteracdo na interface, tendo como conseqii€éncia um aumento nos valores da resisténcia

e da capacitancia.
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4. CONCLUSOES

As lectinas CramoLL e ConA adsorvem sobre eletrodos de platina ou de ouro
modificados com o sistema constituido por nanoparticulas de ouro e polivinilbutiral. O
processo de adsorcdo das lectinas ao eletrodo estd associado ao bloqueio que as mesmas
provocam alterando a reacdo de transferéncia de elétrons da solu¢do de ferro-

ferricianeto de potdssio.

O contorno dos voltamogramas ciclicos dos eletrodos de platina e de ouro
quando limpos sdo bastante alterados a medida que ocorre a modificacdo na superficie
dos eletrodos nas etapas de montagem do biossensor. O contorno, apresentado nos
voltamogramas, adquirem caracteristicas irreversiveis, as quais podem ser verificadas
através da diminui¢do dos picos anddicos e catddicos da solugdo ferri-ferrocianeto de

potassio.

As andlises de impedancia eletroquimica também demonstraram o bloqueio da
superficie devido a presenca das lectinas CramoLL e ConA adsorvidas na superficie de
platina ou ouro. Os dados obtidos em eletrodo de ouro foram os mais satisfatérios, pois
demonstraram uma melhor reprodutibilidade, menor efeito do oxigénio nos
voltamogramas ciclicos e facilidade no processo de limpeza, no entanto o fator oxigénio
foi o que mais favoreceu a continuidade em desenvolver os sistemas com CramoLL e

ConA em eletrodos de ouro.

Através da resisténcia a transferéncia de elétrons se verificou que a sensibilidade
da CramoLL e ConA em sistema nanoAu-PVB frente a diferentes carboidratos tais
como, monossacarideo (glicose), homopolissacarideo (glicogénio) e a glicoproteina
(ovoalbumina). Dentre os sistemas analisados, nanoAu-ConA-PVB se mostrou sensivel
a ovoalbumina e ao glicogénio pelo aumento observado da Ret, enquanto que a lectina

CramoLL se mostrou mais sensivel para a ovoalbumina. Ambas as lectinas responderam
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com uma diminui¢do da Rer quando em contato com o monossacarideo indicando a
presenca de diferentes forcas intermoleculares envolvidas no processo de interacdo

lectina-carboidrato.

O sistema nanoAu-ConA-PVB demonstra reconhecer glicoproteinas do soro de
pacientes infectados por Dengue cldssica e hemorrdgica, este reconhecimento foi
evidenciado para as diluicdes do soro em 1:50, 1:30 e 1:10.

Verificou-se que o processo de interagdo lectina-glicoproteinas do soro pode ser
avaliado pelo aumento na resisténcia de transferéncia de carga (Rcr) observado pelo
aumento da impedancia total do sistema avaliado e que para as diluicdes avaliadas a
resposta do sistema nanoAu-ConA-PVB foi maior para glicoproteinas do soro de
pacientes com febre do Dengue/Dengue cléssica. Este fato pode estd relacionado com
uma maior seletividade da lectina em estudo para as proteinas do soro de pacienets com
DC, uma vez que a disposi¢ao do sitio ativo da lectina parece favorecer esta interagao.

A partir da andlise dos soros diluidos em 1:30 pode-se evidenciar a
reprodutibilidade das respostas impedanciométricas e voltamétricas através da andlise
do soro de trés pacientes.

Ao avaliar por varredura linear o comportamento da resposta do sistema
nanoAu-ConA-PVB aos diferntes soros em potencial de 0.7 a -0.2V, foi possivel
verificar que possivelmente o sistema em contato com as glicoproteinas do soro DC e
DH quando em 0.7V apresenta um declinio inicial de corrente, o que ndo ocorre com o
soro de Dneg.

Além disso, ao aplicarmos diferentes potenciais para a realizacdo da impedancia
eletroquimica, verificou-se que os melhores potenciais de observagdo para diferenciacdo
das glicoproteinas foram os potenciais, 0.4 e 0.2V. Desta forma podemos verificar que o

sistema em andlise apresenta maior interacdo com glicoproteinas do soro DC seguido de
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DH podendo ser utilizado para avaliacdo de anormalidades de glicoproteinas presentes
no soro de pacientes.

A eletroquimica fornece subsidios fundamentais para um monitoramento
interfacial das reagcdes biomoleculares, especificamente do tipo lectina-carboidrato
utilizando as técnicas de voltametria, impedancia eletroquimica. Devido a grande
aplicabilidade e especificidade para as moléculas de carboidratos existem poucos
sensores a base de lectinas, isto é atribuido a dificuldade na defini¢cdo de parametros
para mensuragdo com alta sensibilidade. Portanto, propomos a utilizacio da
eletroquimica como uma ferramenta robusta em aplicacdes biotecnoldgicas para o
estudo da afinidade de lectinas para monossacarideos, polissacarideos e glicoproteinas

em tempo real.
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