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“Quando recebemos um ensinamento devemos
receber como um valioso presente e ndo como uma
dura tarefa. Eis aqui a diferenga que transcende”.

Albert Einstein
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RESUMO

Dénio, E. P. S. Desenvolvimento de um Imunosensor pela técnica de Ressonancia de
Plasmons de Superficie para deteccdo em tempo real de anticorpos anti — Leishmania
Infantum. 2012, 78p. Dissertacdo (Mestrado em Quimica). Faculdade de Ciéncias Exatas e
Tecnologicas — Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri. Diamantina,
2012.

Neste trabalho, foi realizado o desenvolvimento de um imunosensor para deteccdo de
anticorpos anti-Leishmania infantum. O principio de transducdo foi a Ressonancia de
Plasmons de Superficie (SPR) e o sensor foi produzido através da imobilizacdo covalente de
antigenos soltveis de Leishmania infantum sobre Monocamada Auto-Organizada (SAM) do
4cido 11-Mercaptoundecandico (11-MUA) ativado pela mistura contendo 100,0 mmol.L™ de
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e 150 mmol.L™ de N-hidroxisuccinimida
(NHS). Através das técnicas de Voltametria Ciclica e Redugdo Dessortiva por Voltametria de
Pulso Diferencial o processo de formacdo da SAM foi otimizado. Sob condic¢Bes otimizadas,
1,0 mmol.L™ da solucdo etanélica de 11-MUA e 24 horas foram suficientes para a formagéo
de uma SAM estavel sobre a superficie de ouro. Para obtencdo de informacdes
complementares da SAM, foram realizados célculos da Cobertura de Superficie, Constante
Dielétrica e Espessura do tiol adsorvido no substrato de ouro. Apds esta etapa, a adicdo de
antigenos soltveis de L. infantum sobre a SAM foi acompanhada por SPR. As técnicas de
Voltametria Ciclica e Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica foram usadas para
caracterizar a imobilizacdo do antigeno. Apds construcdo do imunosensor, foram adicionados
em sua superficie soros caninos positivos para Leishmaniose Visceral, evidenciando variacao
significativa no angulo de SPR, mostrando excelente sensibilidade da técnica para detecgdo da
interacdo antigeno-anticorpo. Por outro lado, a adicdo dos soros negativos ndo foi
acompanhada com resposta significativa, concluindo-se também que o imunosensor
apresentou boa especificidade contra anticorpos anti-L. infatum. Portanto, neste trabalho foi
desenvolvido com sucesso um sensor empregando SPR para deteccdo em tempo real de
anticorpos anti-L. infatum, apresentando grande perspectiva como sistema de sensoriamento
da Leishmaniose Visceral em areas endémicas.

Palavras-chave: Ressonancia de Plasmons de Superficie, Monocamada Auto-Organizada,
Imunosensor, Leishmaniose Visceral, anti — L. infantum.



ABSTRACT

Dénio, E. P. S. Development of an Immunosensor by the Surface Plasmon Resonance
technique for real-time detection of anti-Leishmania infantum antibodies. 2012, 78p.
Dissertation Stricto Sensu Post-Graduate Program in Chemistry. Faculdade de Ciéncias
Exatas e Tecnoldgicas — Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri.
Diamantina, 2012.

In this work, the development of an immunosensor for detection of anti-Leishmania infantum
antibodies was performed. The principle of transduction used was the Surface Plasmon
Resonance (SPR) and the sensor was constructed by covalent immobilization of soluble
antigens of Leishmania infantum on self-assembled monolayers (SAMs) of 11-
mercaptoundecanoic acid (11-MUA) which was activated by the mixture 100.0 mmol.L™ 1-
ethyl-3  (3-dimethylaminopropyl) ~ carbodiimide (EDC) and 150 mmol.L™ N-
hidroxisuccinimide (NHS). Cyclic Voltammetry and Dessortive Reduction by Differential
Pulse Voltammetry techniques were employed in monitoring of SAM formation. Under
optimized conditions, 1.0 mmol.L™ of the 11-MUA in ethanolic solution and 24 hours were
sufficient for the formation of a stable SAM on the gold surface. To obtain further
information about the SAM, the Surface Coverage, Dielectric Constant and Thickness of the
thiol film adsorbed on gold substrate were performed. After this step, the addition of soluble
antigens of L. infantum on the SAM was monitored by SPR. Cyclic Voltammetry and
Electrochemical Impedance Spectroscopy techniques were employed in characterization of
antigen immobilization. After construction of immunosensor, positive canine serum for
Visceral Leishmaniasis were added on its surface showing significant variation in the SPR
angle, indicating excellent sensitivity of the technique for antigen-antibody interaction
detection. On the other hand, the addition of negative serum was not accompanied with a
significant response, demonstrating that the immunosensor shows excellent specificity against
anti-L infantum antibodies. Therefore, this work shows a successfully development of a SPR
sensor for anti-L. infatum antibodies detection in real time, showing a great perspective as a
sensing system of Visceral Leishmaniasis in endemic regions.

Keywords: Surface Plasmon Resonance, Self-Assembled Monolayer, Immunosensor, Visceral
Leishmaniasis, anti-L. infantum.
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FIGURA 6
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Esquema dos principais componentes de um sensor quimico

Configuracdes de Otto (a esquerda) e de Kretschmann (a direita)
utilizando o método de reflexdo total. Essas duas geometrias podem
ser usadas para excitacdo dos plasmons de superficie, originando as
ondas de plasmons de superficie. Na configuracdo de Otto, 0 meio
dielétrico € colocado entre o prisma e 0 metal. Na configuracdo de
Kretschman, o filme metélico é colocado diretamente sobre o prisma e
0s plasmons sdo excitados do outro lado desse filme. A maioria dos
equipamentos de SPR, comerciais ou construidos em laboratério,
utiliza a configuracdo de Kretschmann para excitacdo dos plasmons de
superficie.

(a) Representacdo esquematica da configuracdo de Kretschmann para
SPR. O dielétrico em contato com o metal possibilita a transferéncia
ressonante de energia da onda incidente para a OPS; (b) Curvas de
refletincia na auséncia (Ospri) e presenga (Ospr2) de espécies na
superficie do filme metélico; (c) Sensograma esquematico
representativo da relagdo entre o Ospr (dado em mDA -miligraus de
angulo-) e tempo durante a interacdo de espécies com a superficie do
filme metélico (adaptado de Damos et al., 2004).

Decaimento exponencial da onda evanescente a partir da superficie
metalica (lg).

Esquema representativo. Fotografia de um espectrometro de SPR,
modelo AUTOLAB SPRINGLE (a), e imagem ampliada de (a)
mostrando a unidade 6tica, o prisma e o detector de fotodiodo (b).

Disposigdo de alcanotiol em ouro. O arranjo mostra uma estrutura
onde os atomos de enxofre (circulos em cinza-escuro) estdo
posicionados nas cavidades triplice da rede de ouro. Observe as
rotacOes alternadas das cadeias de carbono formadas a partir da
formacdo da SAM do mercaptotiol. As cadeias sdo rotacionadas com
valores determinados de tor¢Ges indicando as orientagdes relativas das
cadeias vizinhas.

Formagdo da SAM através da adsorcdo de um acido
mercaptocarboxilico em superficie de ouro, seguido por ativacdo
através da adicdo de uma mistura aquosa contendo EDC/NHS com
consequente adicdo da proteina que se liga covalentemente na SAM
ativada.
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FIGURA 8

FIGURA 9

FIGURA 10

FIGURA 11

FIGURA 12

FIGURA 13

FIGURA 14

FIGURA 15

Potenciostato/galvanostato da Autolab PGSTAT 128 N utilizado para
as medidas eletroquimicas.

Célula eletrogquimica utilizada nos experimentos. Ea = Eletrodo
auxiliar; Et = Eletrodo de trabalho; Er = Eletrodo de referéncia.

llustragéo do espectrometro de SPR Autolab Springle utilizado para as
medidas opticas (a) e ilustracdo do substrato usado nas analises de
SPR colocado sobre o prisma de vidro (b).

Centrifuga refrigerada Jouan BR4i multifunction utilizada no processo
de lavagem e separacdo durante a producdo dos antigenos sollveis de
L. infatnum.

Ultrapurificador de 4gua PURELAB Classic (ELGA) utilizado para
ultrapurificacdo de agua utilizada nos experimentos.

Voltamograma ciclico (VCi) tipico obtido para superficie de ouro
limpa em solucdo 0,5 mol.L™ de H,SO,, v de 50mV.s™*, AE, de - 0.1 a
1.5V vs Ag/AgCl.

V/Cs obtidos para diferentes concentragdes do 11-MUA em diferentes
tempos de adsorcdo. Efeito da sonda em eletrodo limpo (FIGURAS
14(a), 14(b) e 14(c), curvas 1) e eletrodo modificado com 0,1 (curvas
2), 1,0 (curvas 3) e 10,0 (curvas 4) mmol.L™* do 11-MUA, ap6s 2,0
horas (FIGURA 14(a)), 16,0 horas (FIGURA 14(b)) e 24,0 horas
(FIGURA 14(c)). Todos os VCs foram obtidos em 1,0 mmol.L™" de
ferricianeto em 0,1 mol.L™* KCI, v de 20 mV.s™ ¢ AE de 0 a 0,5V vs.
Ag/AgCI.

RD obtida através da técnica de VPD. Voltamogramas obtidos do
branco (curvas 1, FIGURAS 15(a), 15(b) €15 (C)), e para as diferentes
concentragdes de 11-MUA: 0,1 (curvas 2), 1,0 (curvas 3) e 10,0
(curvas 4) mmol.L™, apés 2,0 horas (FIGURA 15(a)), 15,0 horas
(FIGURA 15(b)) e 24 horas (FIGURA 15(c)) de modificacdo. Todos
0s voltamogramas foram obtidos em solucdo aquosa contendo 0,5
mol. L™ de KOH, v de 20 mV.s™ ¢ AE de 0,1 a -1,3V vs. Ag/AgCl.
Anteriormente a realizacdo das medidas a solucdo aquosa de KOH foi
desaerada com gas nitrogénio durante aproximadamente 10 minutos.
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FIGURA 16

FIGURA 17

FIGURA 18

FIGURA 19

FIGURA 20

FIGURA 21

FIGURA 22

Diferentes tempos de adsorcdo estudados para formacdo da SAM do
11-MUA. As curvas 1 das FIGURAS 16(a) e 16(b), referem-se,
respectivamente, ao VC e VPD do eletrodo limpo em suas respectivas
solucdes. Ja as curvas 2, 3, 4, 5, 6 e 7 das FIGURAS 16(a) e 16(b)
referem-se, respectivamente, aos VCs e aos voltamogramas de pulsos
diferenciais obtidos ap6s 0,5, 2,0, 8,0, 16,0, 24,0 e 60,0 horas de
interacdo com 1,0 mmol.L™* do 11-MUA. Os VCs (FIGURA 16(a))
foram obtidos com 1,0 mol.L™* de Fe(CN)s> em 0,1 mol.L™ de KClI,
vde 20 mV.ste AE de 0 a5V vs. Ag/AgCl. A RD (FIGURA 16(b))
foi realizada através da VPD na presenca de uma solucdo aquosa
contendo 0,5 mol.L™ de KOH anteriormente desaerada com gés
nitrogénio, v de 20 mV.s' e AE de 0,1 a-1,3 V vs. Ag/AgCI.

Diferentes valores obtidos para I" para cada tempo de adsorgdo de 1,0
mmol.L™ 11-MUA.

(@) Sensograma referente a associacdo e dissociacdo do antigeno L.
infantum sobre SAM do 11-MUA previamente ativada em EDC/NHS
([L. infantum] = 50 pgmL™); (b) Sensogramas referentes & associacio
do antigeno L. infantum a partir de solucbes de diferentes
concentracdes: 10, 18, 30, 40 e 50 pg.mL™.

VCs mostrando o comportamento de 1,0 mmol.L™ de Fe(CN)s> em
eletrodo de ouro limpo (curva 1), em SAM do 11-MUA (curva 2) e
em imunosensor (curva 3). As medidas foram realizadas em 0,1
mol.L™ de KCI, vde 20 mV.s* e AEde 0a 0,5 V vs. Ag/AgCl.

Diagrama de Nyquist (grafico Z° vs. Z”) para as medidas de EIS
realizadas em eletrodo de ouro limpo (EI Au limpo), eletrodo
modificado com SAM (EI Au-SAM) e ap6s imobilizacdo dos
antigenos sobre a SAM (EI Au-SAM-Ag). A sonda redox utilizada foi
Fe(CN)6*"* 1,0 mmol.L™* em KCI 0,1 mol.L™. A amplitude foi 10
mV, e a faixa de frequéncia de 0,1 a 10°> Hz. Cada medida foi obtida
em OCP e em potencial aplicado, obtendo resultados equivalentes
para ambos.

Circuito equivalente utilizado para as medidas de EIS.

Curvas de Refletancia. (a) Espectros referentes a solucdo binaria
(meio 1) antes e ap6s adsorcdo do 11-MUA em superficie de ouro. (b)
Espectros referentes ao etanol (meio 2) antes e apds adsorc¢do do 11-
MUA em superficie de ouro. A ABspr(1) e ABspr(2) sd0 usados para
calcular o Akmin(1) € Akmin(2), respectivamente.
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FIGURA 23

FIGURA 24

Sensograma mostrando imobilizacdo e imunorreacdo de antigenos
soltveis de L. infantum sobre SAM do 11-MUA em superficie de
ouro. Posic&o 1, injecdo de 50 pg.mL™ de antigenos sollveis de L.
infantum sobre SAM previamente ativada; Posi¢cOes 2, 4 e 6 lavagem
com tampdo HBS-EP pH 7,4; Posicdo 3, injecdo de 100 mmol.L™ de
EA; Posicdo 5, injecdo de soro canino positivo diluido 50 vezes em
tampéo HBS-EP pH 7,4.

Sensogramas envolvendo etapa de associagdo entre antigenos soluveis
de L. infantum e anti - L. infantum durante 10 minutos de interag&o.
Foram injetados sobre o imunosensor 200 pL de soros caninos
positivos em diferentes dilui¢gdes: 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800,
1:1600 e1:6400, curvas 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7, respectivamente.
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1. INTRODUCAO

A Leishmaniose visceral (LV) tem despertado grande preocupacdo das autoridades
sanitérias devido a grande disseminacdo desta doenca nas Ultimas décadas. De acordo com a
Organizagdo Mundial da Sadde (2010) sdo 500.000 novos casos de LV por ano, sendo uma
parasitose fatal quando ndo tratada. Os métodos atualmente empregados em diagnosticos
clinicos da LV séo laboriosos, exigindo inUmeras etapas para sua realizacdo, além de terem
demonstrado baixa sensibilidade para detectarem os casos iniciais da doenga, em que a carga
parasitaria na corrente sanguinea ainda é muito baixa, gerando falsos negativos para a doenga.
Dessa forma é nitida a necessidade de desenvolver metodologias que permitam um
diagnostico mais rapido e mais seguro em areas endémicas, garantindo maior controle da LV
nessas areas.

Neste sentido, o desenvolvimento de sensores quimicos tem apresentado grande
potencial na biomedicina (Thevenot et al., 2001). Atualmente os imunosensores (biosensores
que exploram a capacidade de interacdo antigeno-anticorpo) tem possibilitado a criacdo de
sistemas com elevada sensibilidade e seletividade, sendo grandes perspectivas para a criagéo
de novas metodologias em diagnosticos clinicos, principalmente para doencas importantes
que apresentam altos indices de mortalidade.

Dessa forma ha de se destacar a potencialidade da técnica de Ressonancia de Plasmons
de Superficie (SPR, do inglés Surface Plasmons Resonance) para o desenvolvimento de
sensores. As vantagens da espectroscopia de SPR como um dispositivo de biosensoriamento
estd em sua capacidade de deteccdo em tempo real e in vivo, possibilidade de regeneracdo da
superficie do sensor (reduzindo tempo bem como o custo das analises), as medidas sdo
diretas, ou seja, ndo necessitam de marcadores quimicos e/ou biologicos, além de tornar
possivel a deteccdo de analitos em meios biol6gicos complexos com alta especificidade e
sensibilidade.

No entanto, para a construcdo de um imunosensor eficiente a metodologia de
imobilizacdo de biomoléculas torna-se essencial uma vez que a espécie a ser imobilizada deve
manter suas propriedades de reconhecimento. O emprego de Monocamadas Auto-
Organizadas (SAMs, do inglés Self-Assembled Monolayers) como fase inicial para
construcdo de biosensores tem proporcionado maior sensibilidade e estabilidade a esses

sistemas preservando as propriedades das moléculas imobilizadas (Troughton et al., 1988).



Neste contexto, a aplicacdo da técnica de SPR para o desenvolvimento de
imunosensores construidos através de SAMs é uma grande perspectiva, principalmente como
método de deteccdo para doencas parasitarias importantes, como a LV.

De acordo com o apresentado na presente dissertacdo, foi construido o primeiro
imunosensor baseado na técnica de Ressonancia de Plasmons de Superficie para deteccdo da
Leishmaniose Visceral Canina (LVC) através da imobilizacdo covalente de antigenos sollveis
de Leishmania infantum sobre Monocamadas Auto-Organizadas em superficie de ouro, com

deteccdo direta e altamente sensivel a anticorpos anti — Leishmania infantum.






2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolvimento de um Imunosensor empregando Ressonéncia de Plasmons de
Superficie para deteccdo em tempo real da Leishmaniose Visceral através da imobilizacdo
covalente de antigenos solGveis de Leishmania infantum sobre Monocamadas Auto-

Organizadas em superficie de ouro.

2.2 Objetivos especificos

Estudo da melhor concentracdo bem como do melhor tempo de adsor¢do do &cido 11-
mercaptoundecandico sobre eletrodo de ouro para formacdo de Monocamadas Auto-
Organizadas e caracterizacdo da SAM através das técnicas de Voltametria Ciclica e pelo

método de Reducdo Dessortiva realizado por Voltametria de Pulso Diferencial;

Propor um modelo de formagdo da SAM do 11-MUA, e calcular os valores da
constante de associacdo (K,), constante de rearranjo molecular (Ky) e a cobertura de superficie
total (r) para os tidis adsorvidos na superficie metalica através do método de Redugdo

Dessortiva. Posteriormente, obter por Ressonancia de Plasmons de Superficie valores da

espessura (ds) e constante dielétrica (€3) da SAM formada;

Construcdo do imunosensor através da imobilizacdo covalente de antigenos sollveis
de Leishmania infantum sobre a SAM previamente ativada e monitoramento do processo de

ligacdo dos antigenos por SPR;

Caracterizacdo do imunosensor através das técnicas de Voltametria Ciclica e
Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica, utilizando em ambas as técnicas o

hexacianoferrato de potassio como sonda redox;

Avaliar por SPR a sensibilidade e seletividade do sensor desenvolvido para detecgéo
em tempo real de anticorpos anti - L. infantum atraveés da adicdo em diferentes diluicdes de

SOros caninos positivos e negativos para a Leishmaniose Visceral sobre o imunosensor.






3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Sensores

De acordo com a literatura, ha inimeras definigdes para sensores (Hulanicki et al.,
1991; Camman, 1990; Vlasov et al., 1992). Dentre estas definicbes a de Vlasov e
colaboradores (1992), a qual generaliza as caracteristicas especificas descritas pelas outras
definicBes é: “sensor é um dispositivo primario que reage (responde) para algumas
propriedades especificas do ambiente e possibilita o registro de uma resposta através de um
respectivo sinal elétrico (6ptico, etc)”.

Segundo esses autores, 0s sensores fisicos podem registrar parametros como
temperatura, pressdo e aceleracdo dos sistemas (Vlasov et al., 2010). J& os sensores quimicos
sdo dispositivos que transformam uma informacdo quimica, como a variagdo da concentracao
de um componente especifico de uma amostra em relacdo a composicdo total, em um sinal
analitico atil ou mensuravel (Thevenot et al., 2001). A FIGURA 1 apresenta um esquema

geral dos principais componentes de um sensor quimico.
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FIGURA 1. Esquema dos principais componentes de um sensor quimico.

A obtencdo da informacdo analitica de um sensor depende essencialmente da
capacidade do receptor, usualmente posicionado na extremidade do transdutor, em reconhecer
a espécie de interesse de maneira seletiva. H4 inimeras alternativas de imobilizacdo deste

elemento reconhecedor (receptor) na superficie do sensor e um aspecto relevante associado a



esta operacdo envolve a necessidade de acesso a algum processo quimico que viabilize a
transducéo do sinal para o detector. Por sua vez, o sinal transmitido deve ser maximizado em
relacdo as informacdes sobre o analito, garantindo boa sensibilidade do dispositivo sensor.

Os sensores possuem caracteristicas peculiares que os distinguem de métodos
instrumentais de grande porte (como a cromatografia liquida de alta eficiéncia, cromatografia
gasosa, as espectrometrias de massa, infravermelho, ressonancia magnética nuclear, entre
outros), 0s quais ndo permitem a obtencao de informagdes in situ e em tempo real, condicdes
que sdo facilmente obtidas em sensores. Outras caracteristicas vantajosas no uso de sensores
séo sua portabilidade, facilidade de automagéo, possibilidade de miniaturizagdo e baixo custo.

Neste sentido, a efetiva capacidade dos sensores em discriminar o analito constitui-se
um aspecto de grande importancia em sua fabricacdo para uso geral e em larga escala.
Dispositivos de sensoriamento estdo sendo amplamente empregados em diversos ramos da
indUstria, medicina, agricultura, monitoramento ecoldgico, e assim por diante (Vlasov et al.,
2010) .

3.2 Biosensores

Os biosensores constituem um campo interdisciplinar que atualmente é uma das areas
mais ativas da pesquisa em quimica analitica. E uma subclasse de sensores quimicos, que
combina a elevada sensibilidade indicada pelos baixos limites de detec¢do, com a alta
especificidade do processo de reconhecimento bioldgico (Niina et al., 2010). De acordo com
Gronow (1984) biosensores sdo dispositivos analiticos que envolvem um componente de
reconhecimento bioldgico (enzimas, células inteiras, tecidos, receptores, anticorpos,
antigenos), em intimo contato com uma superficie do transdutor que converte o sinal
biolégico em um sinal quantificAvel. Sdo objetos de uma extensa pesquisa para 0
desenvolvimento em diversos campos de aplicacdo, dentre outros, incluem diagnosticos
médicos, monitoramento ambiental e analises de alimentos (Baeumner et al., 2003).

Segundo Wang (2006) os biosensores podem ser divididos em duas principais
categorias com base na natureza do processo de reconhecimento biolégico: sensores

biocataliticos e sensores de afinidade, os quais serdo descritos a seguir.

3.2.1 Sensores Biocataliticos

Incorporam enzimas, células inteiras ou fragmentos de tecidos que reconhecem o



analito alvo e produzem algum resultado detectavel (Wang, 2006). Como relatado por
Grieshaber e colaboradores (2008) embora muitos tipos de elementos de reconhecimento
tenham sido utilizados em dispositivos de biosensoriamento, biosensores eletroquimicos usam
principalmente enzimas, devido a sua alta atividade biocatalitica e especificidade. Como
descrito por Copeland (2000), o arranjo dos aminoacidos no sitio ativo da enzima,
frequentemente encontrado no centro da proteina, se liga com o substrato especifico tornando
a enzima extremamente seletiva.

A utilizacdo de enzimas como sistema de reconhecimento muitas vezes é
relativamente simples e ndo exige instrumentacdo dispendiosa. Esses sensores sao
normalmente féceis de usar, compactos e baratos. Sensores biocataliticos também podem ser
facilmente adaptados a laboratorios clinicos e/ou de andlise industrial. Um dos sensores
biocataliticos mais empregados comercialmente é o glicosimetro, utilizado para
monitoramento de glicose no sangue.

No entanto, muitos analitos de interesse ndo sdo passiveis de deteccdo por biosensores
enzimaticos, devido a falta de enzimas seletivas disponiveis para o analito (substrato
enzimatico) (Barlett, 2008; Eggins, 2002).

3.2.2 Biosensores de Afinidade

Como descrito por Wang (2006) biosensores de afinidade usam a ligacdo forte e
seletiva de biomoléculas como anticorpo (Ab, do inglés antibody), receptores de membrana,
ou oligonucleotideos, com uma substancia alvo para produzir um sinal mensuravel. O
reconhecimento molecular em biosensores de afinidade € determinado principalmente pelo
tamanho e formato complementares do sitio de ligacdo para o analito de interesse (Wang,
2006). De acordo com Eggins (2002), a alta afinidade e especificidade da biomolécula ligada
com o seu ligante fazem com que esses sensores sejam extremamente sensiveis e seletivos. O
processo de vinculagdo, como a hibridizacdo de DNA ou a complexagdo do Ab com seu

antigeno (Ag, do inglés antigen) € regido por consideracdes cinéticas e termodinamicas.
3.2.2.1 Imunosensores
O imunosensor é um biosensor de afinidade que explora a capacidade de um anticorpo

em reconhecer seu antigeno em um meio muito complexo (Jain, 2005; Salata, 2004;

Periasamy et al., 2009; Wang et al., 2008). O principio de imunoensaios foi estabelecido



primeiro, por Yalow e Berson (1959) e, mais tarde, Clark e Lyons (1962) desenvolveram o
conceito de imunosensor.

Os imunosensores tem sido explorados como métodos semi-quantitativos ou
quantitativos de deteccdo analitica. Sdo dispositivos que contém uma biomolécula de
deteccdo, Ag ou Ab, que pode converter um sinal biolégico em um sinal eletroquimico ou
optico (Mattoussi et al., 2004). Estes sinais de respostas dependem das caracteristicas de
ligacdo entre as biomoléculas imobilizadas (Ab sobre a superficie do transdutor tendo o Ag
como analito de interesse ou o contrario). O Ab ou Ag imobilizado pode complexar de forma
a alterar propriedades do transdutor, incluindo sua capacitancia, resisténcia elétrica, indice de
refracdo ou constante dielétrica, etc.

No passado, como relatado por Ronkainen-Matsuno e outros (2008) a disponibilidade
limitada de variedades de Ab produzidos principalmente por universidades e pequenas
empresas biotecnoldgicas dificultou o desenvolvimento dos imunosensores. No entanto, 0s
Ab séo agora vendidos por muitas fontes, incluindo grandes fabricantes de reagentes de
laboratério como a Sigma Aldrich.

Atualmente, imunosensores sdo aplicados amplamente em muitos campos, tais como,
medicina clinica (ramo em que estdo sendo potencialmente utilizados para desenvolvimento
de novas metodologias de diagndsticos clinicos), industria alimentar, analise ambiental, entre
outros (Dhawan et al., 2009).

De forma geral, a premissa basica no desenvolvimento de um imunosensor esta na sua
capacidade em avaliar processos interfaciais e superficiais, e dessa forma, a técnica de
Ressonancia de Plasmons de Superficie tem apresentado grande potencial para avaliacdo

desses processos.

3.3 Ressonancia de Plasmons de Superficie (SPR)

3.3.1 Histodrico

A primeira documentagdo de trabalhos sobre Plasmons de Superficie, de acordo com
Homola (2006), foi realizada em 1902, quando o fisico Wood (1902) observou faixas estreitas
e escuras de feixes luminosos sobre superficies metalicas quando o mesmo iluminou uma rede
de difracdo metalica com luz policromética. Estas faixas foram referidas por ele como
irregularidades e estavam associadas & excitacdo de ondas eletromagnéticas na superficie da

rede de difracéo.



Otto (1968), Kretschmann e Raether (1968), observaram que quando um feixe de luz
monocromatica incide sobre um fino filme metélico em uma configuracdo de reflexdo total
atenuada, observa-se diminuicdo da intensidade de luz refletida. Este fenémeno foi associado
a excitacdo de plasmons na superficie metalica, mostrando um método conveniente para

excitacdo de plasmons em filmes finos (FIGURA 2).

( OPS oPS \
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FIGURA 2. Configuragdes de Otto (& esquerda) e de Kretschmann (a direita) utilizando o método de reflexdo

total. Essas duas geometrias podem ser usadas para excitacao dos pldsmons de superficie, originando as ondas de
plasmons de superficie. Na configuracdo de Otto, o meio dielétrico é colocado entre o prisma e 0 metal. Na
configuracdo de Kretschman, o filme metélico é colocado diretamente sobre o prisma e os pldsmons séo
excitados na interface externa. A maioria dos equipamentos de SPR, comerciais ou construidos em laboratério,
utiliza a configuracdo de Kretschmann para excitacdo dos plasmons de superficie.

Os sistemas de SPR que operam mediante o emprego da configuracdo de Kretschmann
sdo os de maiores usos dentre as configuracbes, pois geralmente apresentam maior
sensibilidade e resolucdo em relacdo aos dispositivos desenvolvidos por grades de difracdo
(Kretschmann et al., 1968; Homola et al., 1999). Sendo assim, 0 proximo item descreve 0

principio de transducdo da técnica empregando a configuracdo de Kretschmann.
3.3.2 Principio de transdugéo da técnica de SPR
O principio de construcao dos chamados sensores de SPR baseados na configuragdo de

Kretschmann envolve um feixe luminoso que atravessa um prisma e alcanca uma superficie

metalica, geralmente de ouro, de forma a excitar os plasmons de superficie. Para entendermos



0 que é, e como ocorre a excitacdo dos pldsmons de superficie, a definicdo de termos como
reflexdo interna total e &ngulo de SPR critico sera descrita.

Quando uma luz monocromatica (laser ou LED) e plano polarizada (seu componente
vetor-elétrico é paralelo ao plano de incidéncia) atinge uma interface contendo dois meios
com constantes dielétricas diferentes (exemplo ar-4gua), parte da luz é refletida e parte é
refratada. O aumento do angulo de incidéncia acarreta aumento no angulo de refragéo, e
quando este alcanca 90° a refracdo é tangente a interface. Os angulos acima deste angulo de
refracdo tangencial sdo denominados angulos de reflexdo total (Kretschmann et al., 1968).
Neste momento, a radiacdo incidente é refletida a aproximadamente 100% por isso reflex&o
interna total.

Em certos angulos de incidéncia, os elétrons livres do metal (ouro) oscilam e
absorvem energia da radiacdo incidente dando origem a um campo eletromagnético
evanescente devido & formacdo de ondas de plasmons de superficie (OPS), também
denominadas ondas evanescentes, que se propagam paralelamente a interface do metal com o
meio dielétrico (FIGURA 3(a)). Quando a radiacdo incidente transfere energia para a OPS
ocorre o fendmeno da ressonancia entre as mesmas, sendo detectado pela grande atenuacédo da
intensidade de radiacdo refletida (FIGURA 3(b)). Sob condi¢cBes de maximo acoplamento
entre a radiacdo incidente e a OPS o angulo de incidéncia é denominado angulo de
ressonancia de plasmons de superficie (Ospr) ou angulo de SPR critico, condi¢cdes maximas de
ressonancia da OPS sdo acompanhadas por um minimo da reflexdo interna total (FIGURA
3(b)) (Kretschmann et al., 1968). Dessa forma, alteracfes nas proximidades da interface
metal/ambiente promovem uma alteracdo nas condicdes de ressonancia do sistema, como
resultado, ocorre um deslocamento no 6spr (FIGURAS 3(a)) e 3(b)).

Contudo, para que a OPS entre em ressonancia com a radiacdo incidente é necessario
gue ambas tenham vetores de onda de igual magnitude. Uma vez que o vetor de propagacéo
da OPS é superior ao da onda incidente, ndo ocorre excitacdo da OPS mediante o contato
direto destas ondas eletromagnéticas. Portanto, foram desenvolvidos diversos sistemas para
elevar o vetor onda da luz incidente, de forma que a OPS possa receber energia da onda
incidente através de uma transferéncia ressonante de energia. Como relatado por Homola e
Koudela (1999) a boa sensibilidade e resolugé@o de sensores de SPR usando um prisma como
sistema Optico para elevar o momento da onda incidente tem resultado em grande uso dessa

configuracao.
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FIGURA 3. (a) Representacdo esquematica da configuracdo de Kretschmann para SPR. O dielétrico em contato
com o metal possibilita a transferéncia ressonante de energia da onda incidente para a OPS; (b) Curvas de
refletdncia na auséncia (Bspry) € presenga (Bspr2) de espécies na superficie do filme metélico; (c) Sensograma
esquematico representativo da relagdo entre o Ospr (dado em mDA -miligraus de angulo-) e tempo durante a

interacdo de espécies com a superficie do filme metalico (adaptado de Damos et al., 2004).

Conforme pode ser verificado na expressao a seguir, a componente paralela do féton
de luz incidente tem o vetor onda (k) relacionado com o angulo de incidéncia da luz é dado

por:

2w .
ke = VeEr Tﬂ sin Ospp (1)

onde 6 é o angulo de incidéncia da luz com a superficie do metal, A ¢ o comprimento de onda
da luz incidente, e €, é a constante dielétrica do prisma. Adicionalmente, como descrito por
Homola e Koudela (1999) a constante de propagacdo da OPS numa interface metal/dielétrico

¢ expressa por:

21 €Er€q

= — |[—— 2
kOPS A €+ €q )
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em que A ¢ o comprimento de onda da OPS, €, € a parte real da constante dielétrica do filme
de ouro, e €, € a constante dielétrica do ambiente (espécies que interagem com a superficie).
Assim, € possivel monitorar o angulo de ressonéncia de plasmons de superficie mediante um
monitoramento da curva de refletancia vs. angulo de incidéncia (FIGURA 3(b)). No instante
em que a componente paralela do foton de luz incidente é equivalente a constante de
propagacao da OPS, ou seja, ky = kops (Equagdes 1 e 2) ocorrerd a transferéncia ressonante de
energia da onda incidente para a OPS ocorrendo a queda acentuada na refletancia, como pode
ser verificado atraves das expressoes 3 e 4.

21 €Er€q

2w _
V€ —-sin Ospr = A Alete, ®3)

Ocpp = (—Erea) X —
SPR = arcsen et ey e 4

Nesta Ultima expressao pode-se verificar que as propriedades dpticas do sistema, como
as constantes dielétricas do metal, do prisma e da matriz, provocam mudanc¢as no angulo de
ressonancia, tornando possivel aplicar o fendmeno de SPR ao monitoramento de alteracdes na
superficie do sensor, mediante um acompanhamento do angulo de ressonancia com o tempo
(FIGURA 3(c)). Assim, mediante 0 monitoramento do indice de refracdo nas proximidades da
superficie do disco sensor é possivel aplicar a técnica de SPR para obter informagdes em
tempo real e sem a necessidade de marcadores bioldgicos e/ou quimicos sobre velocidade e
extensdo da adsorcdo, determinacdo de propriedades dielétricas, cinética de associacdo e
dissociacdo, bem como constantes de afinidades em interacGes especificas (Green et al.,
2000).

Nas medidas de SPR pode-se também monitorar a refletdncia em funcdo da variacéo
do comprimento de onda, fixando o angulo de incidéncia (Henken et al., 1998), embora a
maioria dos trabalhos relatados na literatura monitoram a refletincia em um dnico
comprimento de onda em fungdo do angulo de incidéncia.

Também ¢ importante ressaltar a magnitude do vetor campo elétrico das OPS

formadas, pois, esta intensidade decai exponencialmente com a distancia da superficie do
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ouro (FIGURA 4). Como relatado por Liedberg, Lundstrom e Stenberg (1993) a extensdo
desse decaimento (lq) varia de acordo com a espécie que estd sendo analisada e é estimada
como aproximadamente 25 a 50% do comprimento de onda da luz monocromatica utilizada,

gue em equipamentos comerciais € cerca de 600 — 850 nm.

4 . N
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FIGURA 4. Decaimento exponencial da onda evanescente a partir da superficie metalica (l).

A extensdo desse decaimento pode ser estimada através da equacdo (Jung et al., 1998):

- |(2) x (=27
d= \2n Ert+ €q ®)

onde A é o comprimento de onda da luz incidente utilizado no equipamento, € é o valor da

constante dielétrica do ambiente monitorada pelo equipamento de SPR, ¢ €, é a parte real da

constante dielétrica do ouro ou de outro metal utilizado (Kukanskis et al., 1999).

3.3.3 Instrumentacéo da técnica de SPR

Instrumentos baseados em SPR usam um método 6ptico para medir indice de refracao
préximo a superficie com elevada sensibilidade e a espessura de filmes formados sobre a
superficie metélica. A instrumentacdo da espectroscopia de SPR pode ser configurada de

diferentes maneiras para medir a variacdo do angulo de SPR (A8spgr). Em geral, trés diferentes
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sistemas Opticos sdo usados para excitar os plasmons de superficie: sistemas com prismas,
grades de difracdo e guias de ondas dpticos. Espectrometros de SPR baseados na configuragéo
de Kretschmann utilizam um prisma como sistema Optico para excitacdo dos plasmons de
superficie. Nesta configuracdo 0s componentes basicos sdo: uma fonte luminosa plano
polarizada (geralmente laser), um prisma onde é colocado sobre sua superficie um fino filme
metalico (geralmente ouro), e um fotodetector (detector de fotodiodo ou uma cdmera CCD). A
FIGURA 5 mostra um esquema representativo ilustrando uma luz incidente (laser) sobre um
prisma de vidro, onde sobre o mesmo € colocado um disco de vidro recoberto com um filme

de ouro, e um detector de fotodiodo, o qual quantifica a intensidade da luz que foi refletida.

( )
Unidade otica

(@)

FIGURA 5. Esquema representativo. Fotografia de um espectrometro de SPR, modelo AUTOLAB SPRINGLE
(a), e em (b) mostra a imagem ampliada de (a) verificando a unidade Gtica, o prisma e 0 detector de fotodiodo.

Para melhor resolucdo dos sistemas de transducdo, sua superficie pode ser modificada
através de diferentes formas, sendo descrita no préximo item a formacdo de Monocamadas

Auto-Organizadas sobre substratos metalicos.
3.4 Modificagéo da Superficie de Ouro: formacgdo de Monocamadas Auto-Organizadas
Por uma infinidade de razdes, filmes organicos finos estdo sendo explorados a muitos

anos. No século 19, Pockels (1891, 1892, 1893 e 1894) estudou monocamadas na interface ar-

agua, seguido pelos trabalhos de Rayleigh (1899), Hardy (1912) e outros. Posteriormente,
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Langmuir (1917 e 1920) publicou trabalhos envolvendo o estudo de monocamadas de
moléculas anfifilicas na superficie da agua.

Em substratos solidos, Blodgett (1935 e 1937) realizou os primeiros estudos sobre a
deposicdo de cadeia longa de acidos carboxilicos. Mais tarde, pesquisa sistematica sobre
sistemas envolvendo Monocamadas Auto-Organizadas foi realizada por Zisman e
colaboradores (1946) e Blackman e Dewar (1957).

As SAMs fornecem um sistema conveniente, flexivel e simples, o qual se adequa as
propriedades interfaciais de metais, 0xidos e semicondutores. Este tipo de modificacéo
emprega camadas organicas monomoleculares que exibem uma alta organizagdo e que séo
formadas pela adsorcdo de constituintes moleculares presentes em solu¢do (ou em fase
gasosa) em superficie de sdlidos ou em matrizes regulares na superficie de liquidos (no caso
do mercdrio e provavelmente de outros metais no estado liquido e ligas). O grau de
organizacdo depende da natureza da interacdo quimica entre atomos do substrato e do
adsorbato, bem como do tipo e forca da interacdo intermolecular entre as moléculas do
adsorbato. A estabilidade da monocamada formada é diretamente proporcional a intensidade
destas forcas de ligacdo e interacdo (Love et al., 2005).

As SAMs séo classificadas de acordo com o mecanismo utilizado na sua fixacéo sobre
o substrato, existindo basicamente trés técnicas de fixacéo: a silanizagdo (Xia et al., 2005; Li
et al., 2003), a técnica de Langmuir-Blodget (Ferreira et al., 2005; Petty, 1996) e a adsor¢édo
irreversivel de moléculas anféteras funcionalizadas sobre superficies metalicas ordenadas. De
acordo com a literatura mais antiga sobre SAMs (1983-1993), o foco de grande parte dos
trabalhos refere-se a formacdo de SAMs através da adsorcdo dos compostos organosulfurados
da solucédo ou da fase de vapor em substratos de ouro (Nuzzo et al., 1983; Porter et al., 1987;
Bain et al., 1989% Biebuyck et al., 1994), prata (Walczak et al., 1991; Fenter et al., 1991),
cobre (Laibinis et al., 1991), paladio (Love et al., 2003; Carvalho et al., 2002), platina (Li et
al., 2003) e Mercdrio (Muskal et al., 1996). Estes estudos utilizaram trés tipos de compostos
organosulfurados: alcanotidis HS(CHy),X, dissulfetos de dialquila X(CH2)nS-S(CH2)nX, €
sulfetos de dialquila X(CH;)mS(CH2)nX, onde n e m sédo o numero de unidades de metileno e
X representa o grupo final da cadeia alquila, podendo ser -CH3,-OH,-COOH e -NH,.

Como relatado por Bain (1988"), a alta afinidade de tidis para as superficies de metais
nobres faz com que seja possivel gerar superficies organicas quimicamente estaveis, bem
definidas e com maior funcionalidade exibida pela maior exposi¢cdo da interface. Apesar de
uma grande variedade de alcanos funcionalizados e de superficies metalicas terem sido

examinadas, o grupo mais empregado e estudado é, indiscutivelmente, o de tiois sobre
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superficies de ouro, cujas estruturas das SAMs formadas por alcanotidis serdo discutidas a

sequir.

3.4.1 Estrutura das SAMs

Nas Ultimas duas décadas, a compreensdo abrangente das SAMSs evoluiu
consideravelmente como consequéncia da disponibilidade de métodos aperfeicoados ou novos
para sua caracterizacdo, promovendo uma compreensdo maior da sua organizacao estrutural
bem como de sua construcdo a nivel molecular (Schreiber, 2000; Yang et al., 2003; Muller et
al., 2008).

Apesar de muitas controvérsias ainda existirem sobre a dindmica do processo de
formagcdo e as caracteristicas estruturais da SAM de alcanotidis em superficies de ouro, como
por exemplo, a estrutura de ligacdo do grupo funcional, a configuracdo de construcdo e a
natureza do sitio de adsorcao (Torrelles et al., 2006; Li et al., 2003), ja é claro que o processo
de formacdo dessas SAMs envolve uma interacdo entre o enxofre e 0 metal com magnitude
maior que 41,8 kJ mol™ e também interacdes laterais entre moléculas adjacentes onde as
energias envolvidas sdo consideradas menor que 41,8 kJ mol™. O conjunto destas interagdes
confere a monocamada uma estabilidade muito maior que unidades individualmente
adsorvidas (Smith et al., 2004). Na maioria dos casos, a ordenacdo especifica dos atomos de
enxofre na rede metélica define o espaco livre disponivel para os componentes organicos
(FIGURA 6).

Por outro lado, as interacOes atrativas da cadeia lateral (Van der Waals, ligacBes de
hidrogénio) determinam a organizacdo das moléculas na superficie. Estes grupos organicos
também podem restringir a densidade de cobertura. O impedimento estérico formado por eles
pode limitar o arranjo dos atomos de enxofre formando uma camada menos densa do que a
exibida por enxofre elementar em um determinado substrato. Dessa forma, a formacao de uma
monocamada sobre o ouro exige um equilibrio devido as intera¢cdes dos atomos de enxofre
com o metal (onde a superficie de ouro é coberta por uma camada de tiois) e as interaces
entre as cadeias laterais de alcanos, as quais promovem uma organizacao secundaria dessas
estruturas que esta intimamente relacionada com a estabilidade da SAM formada, sendo
alcanotidis de cadeias curtas menos estaveis que os de cadeias longas (HS(CH),X, n > 5)
(Weeishaar et al., 1993).
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FIGURA 6. Disposicdo de alcanotiol em ouro. O arranjo mostra uma estrutura onde os atomos de enxofre
(circulos em cinza-escuro) estdo posicionados nas cavidades triplice da rede de ouro. Observe as rotacOes
alternadas das cadeias de carbono formadas a partir da formagdo da SAM do mercaptotiol. As cadeias séo
rotacionadas com valores determinados de tor¢des indicando as orientagdes relativas das cadeias vizinhas.

3.4.2 Preparacao das SAMs

O protocolo mais comum para a preparacdo de SAMs em ouro, prata, paladio,
mercurio e outros materiais € a imersao de um substrato previamente limpo em uma solugéo
etandlica de tidis diluida (1-10 mmol.L™") por aproximadamente 12 a 18h & temperatura
ambiente. Este procedimento € amplamente utilizado e se origina de estudos prévios de
SAMs. Os detalhes experimentais resultaram de uma combinagdo de estudos destinados a
otimizar a reprodutibilidade das SAMs produzidas (Bain et al., 1989). A densidade de
cobertura dos adsorbatos é obtida rapidamente a partir de milisegundos a minutos, mas um
processo de reorganizacdo lento requer tempo da ordem de horas para maximizar a densidade
de moléculas e minimizar os defeitos na SAM (Kavasaki et al., 2000).

H&, no entanto, uma série de fatores experimentais que podem afetar a estrutura da
SAM e a taxa de sua formacdo, dentre os fatores mais estudados até hoje estdo: escolha do
substrato, pré-tratamento da superficie do substrato, solvente, concentracdo do adsorbato,

tempo de imersédo do substrato e concentragdo de oxigénio em solugéo.
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3.4.2.1 Substratos

Um critério importante para selecionar o tipo de substrato e 0 método de preparacao
depende da aplicacdo para qual a SAM serd utilizada. Fundamentalmente, o ouro é o substrato
mais utilizado para preparacdo de SAMs. Como relatado por Love e colaboradores (2005) ha
caracteristicas do ouro que o torna uma boa escolha como um substrato para o estudo de
SAMs, tais como:

a) O ouro é facil de obter tanto como um filme fino, tanto como um coloide, sendo
simples sua preparacao atraves de deposicao fisica de vapor ou eletrodeposicao;

b) Monocristais simples estdo disponiveis comercialmente;

c) O ouro é um metal inerte, ele ndo oxida em temperaturas abaixo de seu ponto de
fusdo, ndo reagindo com O, atmosférico, e nem com a maioria dos produtos quimicos,
propriedades que tornam possivel manipular amostras em condi¢Ges atmosfeéricas;

d) Os tiodis apresentam uma alta afinidade pelo ouro, ndo sofrendo reagdes ndo usuais
com o0 mesmo. Devido a essa elevada afinidade, a adsor¢do do tiol em ouro remove espécies
previamente adsorvidas na superficie;

e) Filmes finos de ouro sdo substratos comuns utilizados por um grande ndmero de
espectroscopias existentes e técnicas de anélise, incluindo a Ressonancia de Plasmons de
Superficie, Microbalanca de Cristal de Quartzo (QCM, do inglés Quartz Crystal
Microbalance), Elipsometria e a Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIS, do inglés
Espectroscopy Impedance Electrochemistry) caracteristicas extremamente Uteis para
aplicacGes de SAMs como interfaces para estudos em inimeras areas;

f) O ouro é compativel com as células, ou seja, as células podem aderir e promover
suas funcdes em superficies de ouro sem evidéncia de toxicidade;

g) Além disso, SAMs formadas a partir de tidis em ouro sdo estaveis por periodos de
dias ou semanas quando em contato com o meio liquido complexo necessario para estudos

dos biomateriais.

3.4.2.2 Pré-Tratamento da superficie de ouro

As condicdes da superficie do substrato estdo relacionadas com a estabilidade,
reprodutibilidade e atividade da SAM, portanto, a limpeza do substrato € um parametro
imprescindivel para formagdo de uma SAM estavel e reprodutiva. Superficies contendo

impurezas podem afetar a taxa de adsorcao de alcanotidis, pois, para que ocorra adsor¢ao do
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tiol € necessario que ocorra a dessor¢do dos contaminantes, 0 que nem sempre ocorre com
velocidade desejada. Dessa forma, a limpeza da superficie deve ocorrer rigorosamente para
ndo afetar a cinética de formacdo da SAM. Neste sentido, varias metodologias de pré-
tratamentos em superficies de ouro sdo empregadas, incluindo os térmicos, mecanicos e
eletroquimicos (Carvalhal et al., 2005). Dentre estes, os mais utilizados sdo o polimento
mecanico com alumina (Creager et al., 1995), oxida¢do quimica por meio da radiacdo UV,
plasma de O, ou por solug¢do fortemente oxidante como a “solugdo piranha” (solugdo 1:3 de
H2SO4 conc./H202 30%) (Burgess et al., 1997) e a limpeza eletroquimica realizada em solucéo
contendo 0,5 mol.L ™ de H,SO, (Wang et al., 2000).

Ap0s obtengdo de uma superficie limpa, sua exposi¢do pode permitir nova adsorcéo de
impurezas, portanto, a formacdo da SAM deve ocorrer logo apds o pré-tratamento. Assim, as
técnicas citadas sdo poderosas ferramentas para promover o pré-tratamento da superficie do
ouro, favorecendo a adsor¢do de moléculas de alcanotidis mais orientadas e organizadas

devido a formacdo de uma superficie mais plana e orientada (Carvalhal et al., 2005).

3.4.2.3 Tipo de solvente

O etanol por dissolver uma variedade de tidis com diferentes polaridades e
comprimentos de cadeia, devido a sua disponibilidade com alta pureza, baixa toxicidade e
custo reduzido, é o solvente mais comumente utilizado para preparacdo de SAMs.

O efeito da escolha do solvente afeta mecanismos cinéticos envolvidos na formacéo da
SAM. Interacbes solvente-substrato e solvente-adsorbato influenciam o0s processos
termodinamicos e cinéticos envolvidos na formacdo da monocamada. As interacdes solvente-
substrato podem alterar a velocidade de adsor¢do de tidis presentes na solucdo, porque as
moléculas solventes devem deslocar-se primeiramente & adsorgao de tiois.

Estudos sugerem que a velocidade de formacdo da SAM de alcanotiois € mais rapida
em certos solventes apolares (heptano, hexano) do que em etanol. O uso de solventes de
hidrocarbonetos longos, como dodecano e hexadecano, reduz a velocidade de formacéo tal
que eles sdo compardveis aqueles para formacdo de SAMs de solucBes etandlicas.
Hidrocarbonetos como solventes podem melhorar a cinética de formacdo em muitos casos,
mas a forte interacdo solvente-adsorbato nessas solugGes impede a organizagdo da SAM
formada de alcanotiol (Peterlinz et al.,1996; Dannenberg et al.,1998). Medidas de angulo de

contato e eletroquimicas sugerem que SAMs formadas de solucdes de tidis em solventes
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apolares sdo menos organizadas que as formadas em solucdes etandlicas (Yamada et al.,
1999), tal fato se deve as interacdoes adsorbato-solvente.

Assim, a presenca de um novo solvente faz com que parametros na dinamica de
equilibrio governado para a adsorcao de tiol sofram alteracGes, sendo estas relacionadas com
a velocidade de adsor¢do dos tidis, bem como no grau de organizacdo das monocamadas
formadas.

3.4.2.4 Concentracao e tempo de imersdo do substrato

A concentracdo e o tempo de imersdo do substrato sdo inversamente proporcionais,
pois, baixas concentracBes de tidis em solugdo requerem imersdo por periodos mais longos
(Bain et al., 1989; Bensebaa et al., 1997). Para SAMs formadas a partir alcanotiois sobre o
ouro, a densidade de superficie tipica de moléculas (quando a cobertura maxima € obtida) € de
4,5 x 10 moléculas/cm? (Bubois et al., 1992), portanto, a concentracdo minima para a
formacao de uma SAM densa é de 1,0 pmol.L ™, ou seja, 6 x 10** moléculas/cm®. Na pratica,
SAMs formadas por um tempo de imersdo de uma semana em solugdes com concentracfes
iguais ou abaixo de 1,0 pmol.L™ ndo apresentam as mesmas propriedades fisicas das formadas
a partir de solugBes mais concentradas, pois, a nao saturacdo da superficie devido a um
pequeno numero de tidis adsorvidos faz com que essa superficie seja mais acessivel a ligacdo
de impurezas ou outros compostos contendo enxofre (Bain et al., 1989).

A maioria das evidéncias espectroscopicas e experimentais sugere que as propriedades
das SAMs formadas a partir de alcanotiois (tais como a cobertura de superficie, e, em grande
extensdo, sua estrutura) nao se alteram significativamente quando expostos a uma solucéo de
aproximadamente 1,0 mmol.L™ de ti6is para mais de 12-18 h (Love et al., 2005). Técnicas
eletroquimicas (Chidsey,1991), microscopicas, tais como a Microscopia de Varredura por
Tunelamento (STM, do inglés Scanning Tunneling Microscopy) (Sun et al., 1991), e
Espectroscopia de Refletancia com Absorcdo no Infravermelho (RAIRS, do inglés
Reflectance Absorption Infrared Spectroscopy) (Terrill et al., 1998) indicam no entanto, que a
estrutura da SAM pode sofrer pequenas alteracdes por um periodo de tempo de imersdo de
aproximadamente 7 dias.

Portanto, o tempo tipico sugerido para formacao da SAM esta entre 12 e 18h, mas para
algumas aplicagdes, a formacdo ao longo de muitos dias pode melhorar a reprodutibilidade
dos experimentos subsequentes que usam SAMSs, por exemplo, estudos de transferéncia de
elétrons através de SAMs (Chidsey,1991).
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3.4.2.5 Efeito de oxigénio em solucéo

Evidéncias empiricas sugerem que o solvente desoxigenado com um gas inerte, tal
como nitrogénio ou argbnio, antes da preparacdo da solucdo de tidis e mantendo-se uma
atmosfera inerte durante a formacdo melhora a reprodutibilidade das propriedades dos
materiais das SAMs (Laibinis et al., 1991), j& que reduzindo a concentracdo de oxigénio em
solucdo ocorre limitacdo da oxidacao de tidis. No entanto, esta precaucdo € mais importante
para SAMs preparadas em substratos de paladio, platina, cobre e prata do que em ouro devido

esses materiais serem mais suscetiveis a oxidag&o.
3.4.3 Transferéncia eletronica através de SAMs

SAMs formadas por alcanotidis de cadeias longas (dez ou mais carbonos) favorecem a
separagdo entre as cargas na dupla camada elétrica, como resultado a capacitancia da interface
eletrodo/SAM/eletrdlito € reduzida em varias ordens de grandeza comparada a capacitancia da
interface eletrodo/eletrolito. Adicionalmente, as espécies eletroativas em solugdo apresentam
menor aproximacao a superficie eletrodica e, consequentemente, a velocidade de transferéncia
eletronica pode diminuir em algumas ordens de magnitude comparada a superficie nédo
modificada. (Fujihira et al., 2007).

A combinacdo do estudo de transferéncia eletrbnica através da SAM e sua
caracterizacdo pelas técnicas eletroquimicas € um dos mais refinados sistemas de analise para
filmes finos, principalmente pela possibilidade de controlar a reatividade da interface
SAM/solucdo. Desta forma, uma metodologia eletroquimica frequentemente empregada no
monitoramento da modificacdo de superficies com SAMs constituidas de moléculas com
cadeias hidrofébicas é a avaliacdo dos processos redox de sondas eletroquimicas como
[Fe(CN)g]*™® (Chidsey et al., 1990).

3.4.4 Imobilizacéo de proteinas sobre SAMs: plataforma versatil para construcéo de
biosensores

Nas Ultimas décadas, o desenvolvimento de metodologias visando a construcdo de
biosensores tem se intensificado com o surgimento de numerosas estratégias de imobilizacao
de diferentes tipos de moléculas de reconhecimento. N&o apenas as proteinas, mas também
métodos para peptideos, DNA, RNA, carboidratos e moléculas organicas de varios tipos

incluindo lipideos e os mais complexos produtos naturais.
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Neste contexto, SAMs de alcanotidis em ouro sdo sistemas adequados para o estudo de
processos bhioldgicos e bioquimicos. A estabilidade, a estrutura de superficie uniforme e a
relativa facilidade de variar os grupos funcionais terminais da SAM faz deste sistema uma

escolha atraente para imobilizar moléculas de deteccdo em uma superficie do transdutor.

3.4.4.1 Ligacdes Covalentes

De acordo com Love e colaboradores (2005) uma fixacdo mais estavel de proteinas
sobre as SAMs envolve a formacao de ligacbes covalentes. Em geral, as proteinas tém muitos
grupos funcionais, principalmente nas cadeias laterais de aminoacidos que sdo adequadas para
fins de imobilizacdo. Portanto, estes métodos podem ser usados em proteinas ndo
modificadas, uma vez que dependem apenas dos grupos funcionais naturalmente presentes.

Para proteinas em particular, a quimica utilizada precisa ser realizada em condigdes
relativamente suaves e em solugdes aquosas, para que ndo ocorra a desnaturacdo dessas
proteinas, colocando certas limitagcGes sobre o repertdrio proteico disponivel. No entanto, a
introducdo, bem como a modificacdo de diferentes grupos funcionais na superficie do sensor é
uma concepcao extremamente atrativa, podendo uma mesma superficie ser utilizada com uma
grande gama de agentes de acoplamento. Como relatado por Sullivan e Huck (2003),
diferentes classes de reacdes organicas tem sido exploradas para modificar as superficies de

SAMs, incluindo substituicdo nucleofilica, esterificacdo, acilacao e adi¢do nucleofilica.

3.4.4.2 Acoplamento de nucled6filos com grupos carboxilicos

Como realatado por Lofas e Whirter (2006) o mais versatil e amplamente utilizado
processo de imobilizacdo envolve o acoplamento de grupamentos nucleofilicos presentes nas
proteinas com grupos carboxilicos na superficie do sensor. O nucleéfilo mais comum € o
grupo amino presente em residuos de lisina, mas grupos hidroxil também podem ser
utilizados. Uma das estratégias consiste na introducdo de grupos carboxilicos em dextranos ou
outras camadas na superficie via reacdo do acido haloacético. Em caso de construgdo de
SAM, alcanotidis terminados com grupamentos carboxilicos sdo utilizados.

De acordo com Jonhsson e colaboradores (1991), para ativar a formacdo de uma
ligacdo covalente amida ou éster entre o grupo carboxilico e grupos amino ou hidroxil,
respectivamente, a ativacdo com reagentes carbodiimidas € a mais comumente utilizada.
Carbodiimidas tais como DCC (dicicloexilcarbodiimida) s&o normalmente utilizadas em

aplicagdes em quimica organica, mas para rea¢fes em solucgdes aquosas, alternativas como o
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uso de EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida) sdo preferidas. O prop6sito do
reagente carbodiimida é criar um intermediario reativo aciluréia com o grupo carboxilico, o
qual entdo reage com um nucledéfilo fraco. O acoplamento é normalmente realizado em duas
etapas, com ativacdo seguida de reacdo, nessa ordem, para evitar reacdo entre a carbodiimida
e a molécula imobilizada. Contudo, em solugdes aquosas a reatividade do intermediério é tdo
alta que rapidamente sofre hidrdlise, retornando a acido carboxilico novamente caso ndo haja
nenhum outro nucleofilo presente. Este efeito € convenientemente contornado usando uma
mistura de carbodiimida e um composto hidroxilado ativo, formando um derivado de éster

reativo que é estavel por varios minutos a horas (FIGURA 7).
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FIGURA 7. Formacdo da SAM através da adsorcdo de um &cido mercaptocarboxilico em superficie de ouro,
seguido por ativacdo através da adicdo de uma mistura aquosa contendo EDC/NHS com consequente adi¢do da
proteina que se liga covalentemente na SAM ativada.

N-hidroxisuccinimida (NHS) tem sido comumente utilizada para este fim, e é
normalmente misturada em altas concentracdes com EDC em &gua. Ambos o EDC e NHS
atuam como agentes tamponantes e um potencial hidrogeniénico (pH) em torno de 5-6 é
obtido, possibilitando condicGes 6timas para velocidade da reacdo de formacao do éster NHS.
Embora outros ésteres possam ser formados com nitrofenol e seus derivados, NHS é
preferencialmente escolhido devido sua alta solubilidade em agua, baixa toxicidade e 6tima

reatividade para os dois estdgios de acoplamento. Estudos extensivos de otimizacdo da
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ativacdo de condigdes de acoplamento para imobilizagdo de proteinas em superficies sensoras
carboximetiladas foram desenvolvidos pela Biacore* (Jonhsson et al., 1991). (FIGURA 7).

3.5 Aplicacdes recentes da técnica de SPR no desenvolvimento de biosensores

empregando SAMs

Conforme discutido previamente, as SAMs apresentam propriedades favoraveis a
imobilizacdo de espécies sem a necessidade de utilizacdo de matrizes complexas. Neste
sentido, as Monocamadas Auto-Organizadas tem sido amplamente exploradas na
imobilizacdo de moléculas para o desenvolvimento de biosensores.

Sendo assim, Jing e colaboradores (2011) desenvolveram um simples e versatil
imunosensor baseado em SPR através de uma SAM para deteccdo de 3-nitrotirosina (3-NT)
em amostras de urina humana. A formacdo da SAM foi realizada através de solucdo etandlica
contendo uma mistura do 4&cido 11-mercaptoundecandico (11-MUA, do inglés
mercaptoundecanoic acid) e mercatoundecanol (MUD) (razdo molar 1:3) injetada sobre a
superficie de Au durante 120 min. A concentracdo de tiol total na solucdo de etanol foi de
10,0 mmol.L™. A superficie da SAM foi ativada formando um éster-NHS através da adigo de
uma solucéo aquosa contendo 4,0 mmol.L™ de EDC e 1,0 mmol.L™" de NHS. Posteriormente,
anticorpos anti-3-NT foram imobilizados covalentemente na superficie da SAM ativada até
saturacdo do sinal de SPR, um tempo de 120 min e uma concentracdo de 27,9 pg.mL™ foram
necessarios para obter o melhor desempenho da superficie do sensor. Sitios inespecificos
foram bloqueados pela adic4o de etanolamina (EA) 1,0 mol.L™* pH 8,5. Uma vez construido o
imunosensor, foram injetados sobre 0 mesmo amostras de urinas humanas para detec¢édo de 3-
NT. O limite de deteccdo encontrado foi de 4,7 ng.mL™. A confiabilidade do sensor foi
demonstrada por boa especificidade, e excelente estabilidade, em que mais de 200 ciclos de
regeneracdo foram realizados. Portanto, esse foi o primeiro imunoensaio baseado em SPR
para deteccdo de 3-NT na urina humana. A alta estabilidade da superficie do sensor produzido
mostrou o potencial da técnica de SPR como uma ferramenta de baixo custo de diagndstico
para deteccdo clinica de 3-NT.

Ja Ansorena e outros (2011) analisaram a influéncia das condi¢des de formacdo e a
capacidade de deteccdo de dois tipos de SAMs de &cidos mercaptocarboxilicos formadas
sobre superficies de ouro. A caracterizacdo das SAMs obtidas foi realizada através das
técnicas de Microbalanca de Cristal de Quartzo e Ressonancia de Plasmons de Superficie. O

primeiro tipo de SAM foi produzida atraves da adsorcéo do acido mercaptopropidnico (MPA,

* Biacore é uma empresa com sede na Suécia especializada em medir a afinidade de interacfes entre biomoléculas.
Sua tecnologia é baseada na Ressonancia de Plasmons de Superficie.
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do inglés mercaptopropionic acid) em superficie de ouro. O Disco de ouro e o cristal de
quartzo foram mergulhados em uma solucdo contendo 1,0 mmol.L™* de MPA em etanol
(99,5%) por 2h. A fim de ativar os grupos carboxilicos do MPA, o disco e o cristal foram
incubados em 46 mmol.L™* de EDC durante 1h e depois em 46 mmol.L™ de NHS também por
1h. Para formacéo do segundo tipo de SAM, um Spincoater (Motorcontroller, Autolab) a uma
velocidade de 1500 rotacées por minuto (rpm) por 45s foi usado para adsorver 1,0 mmol.L™
do 11-MUA dissolvido em etanol (99,5%) sobre a superficie de ouro. Posteriormente, o disco
de ouro e o cristal de quartzo modificados foram incubados por 15 min em uma mistura
contendo 400 mmol.L™ de EDC e 100 mmol.L™* de NHS. Para avaliar a formagao das SAMs,
foi utilizado como ligante o sulfato de polimixina B (PMB), e um lipopolissacarideo (LPS),
como analito. Como concluséo foi demostrado que, tanto na QCM quanto na SPR, o uso de
SAM melhora significativamente a deteccdo e imobilizacdo do composto alvo e um protocolo
de formacdo ideal da SAM foi fornecido.

Interacdes entre proteinas e carboidratos constituem uma forma de sinaliza¢do para
inicio de eventos intracelulares, agregacdo de células cancerigenas, invasdo bacteriana,
fangica e adesdo de virus. Portanto, a compreensdo dessas interacdes é essencial para a
elucidagdo de vias bioldgicas e mecanismos celulares, mas muitas vezes é dificil devido a
prevaléncia de interacbes multivalentes. Pensando nisso, Kristian e colaboradores (2010)
desenvolveram um imunosensor através da técnica de SPR para avaliar a capacidade de
inibicdo da interacdo proteina-carboidrato através da adicdo de glicodendrimeros
multivalentes no meio. O biosensor foi construido através da funcionalizagdo de residuos de
manoses (carboidratos) via SAM em superficie de ouro. A SAM foi preparada pela adsorcdo
de um dialcanotiol aromatico terminado em -COOH (25%) e um dialcanotiol aromatico
terminado em -OH (75%), a partir de suas solucdes alcolicas 1,0 mmol.L™. A ativagdo da
SAM foi feita através da adicdo da mistura aquosa contendo EDC/ NHS. A proteina utilizada
nas analises foi uma lectina, a Concanavalina A (Con A), a qual tem a propriedade de se ligar
especificamente a residuos de manose. Ap6s construcdo do imunosensor dois ensaios foram
realizados: (1) avaliacdo da interacdo Con A-manose atraves da técnica de SPR sem a
presenca de glicodendrinas no meio e (2) 0 mesmo ensaio na presenca de glicodendrinas. No
primeiro ensaio, foi observada resposta significativa através da ABOgspg, ja 0 segundo nao
obteve AOspr caracteristica. Tais resultados sugeriram que a glicodendrina multivalente
apresentou uma afinidade muito grande pela proteina, inibindo sua ligagdo aos residuos de
carboidratos funcionalizados. Portanto, o imunosensor desenvolvido mostrou ser uma técnica

potente para avaliagdo de mecanismos naturais e invasivos que ocorrem em organismos Vivos.
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Baccar e outros (2010) desenvolveram dois biosensores para deteccdo de bactérias
utilizando a técnica de SPR. O primeiro foi construido através da funcionalizagdo do substrato
de ouro, ja o segundo por imobilizagdo em nanoparticulas de ouro. No primeiro biosensor, a
funcionalizagdo do substrato foi realizada através de sua imersdo em solugdo de 1,0 mmol.L™
do 11-MUA por 12 horas obtendo uma SAM densa. Posteriormente, foram injetados
anticorpos imunoglobulinas G (1gG) anti - E. coli (5,0 pg.mL™) durante 1 hora. Para o
segundo biosensor, apos sintese das nanoparticulas, sua funcionalizacdo foi feita através da
adicdo de cisteamina (CYS) (1,0 mmol.L™") durante 12 horas & temperatura ambiente. As
nanoparticulas funcionalizadas foram entdo depositadas em substrato contendo SAM do 11-
MUA previamente ativada com EDC/NHS por 1 hora. Entéo, o grupo amino do aminotiol foi
ativado pela imersdo do substrato em tampéao fosfato salino (PBS, do inglés Phosphate Buffer
Salino) pH 7,2 contendo 5% (V/V) de glutaraldeido (GLU). Posteriormente, foram injetados
anticorpos 19G anti - E. coli (5,0 ug.mL™) durante 1 hora. Para avaliacdo da eficiéncia dos
biosensores construidos, foram adicionados sobre os mesmos, bactérias especificas de E. coli
e Lactobacilos ndo especificos e a resposta foi avaliada através da ABspg. Como resultado, 0s
dois biosensores mostraram seletivos e altamente sensiveis para deteccdo de bactérias E. coli,
obtendo baixos limites de deteccdo.

Um imunosensor baseado em SPR para o diagnostico sorolégico em tempo real da
infeccdo pelo virus da dengue empregando o virus como o elemento sensor foi desenvolvido
por Sunita e colaboradores (2010). O virus da dengue conjugado com albumina de soro
bovino (BSA, do inglés bovine serum albumin) foi covalentemente imobilizado na superficie
de ouro do sensor via SAM ativada do &cido 11-MUA por acoplamento amida. A SAM foi
obtida através da imersdo overnight do disco sensor em uma solucdo etandlica contendo 1,0
mmol.L™ do 11-MUA. A ativacdo da SAM foi realizada in situ pela introducéo de solucio
aquosa contendo uma mistura de 100 mmol.L™* de EDC e 400mmol.L™ de NHS. Em seguida,
0 antigeno conjugado com BSA foi imobilizado. A interacdo 6tima para ativagdo in situ da
SAM e imobilizagdo do virus conjugado foi de 5 e 10 min, respectivamente. A inje¢do de 1,0
mol.L™* de EA (pH 8) foi realizada para bloquear os sitios inespecificos. A morfologia da
superficie do biosensor foi obtida usando Microscopia de Forca Atdmica (AFM, do inglés
Atomic Force Microscopy). Apds construcdo do imunosensor anticorpos imunoglobulinas M
(IgM) especificos para o virus da dengue foram injetados e a reagdo monitorada através do
deslocamento do angulo de SPR. Os resultados apresentaram sensibilidade mais elevada
guando comparado ao ensaio imunoenzimatico (ELISA, do inglés Enzyme Linked

Immunosorbent Assay). A regeneracao foi obtida pela solucéo de pepsina em glicina-HCI (pH
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2,2) e a superficie do sensor mostrou um alto nivel de estabilidade durante vérios ciclos
repetidos de imunorreacdo. Portanto, neste estudo foi apresentado um escopo encorajador para
0 desenvolvimento de um imunosensor para o diagnéstico da dengue, doenca que continua
sendo um grave problema de salde nas regides tropicais e subtropicais do mundo.

Alguns artigos recentes relataram informagdes sobre biosensores construidos através
de SAMs (TABELA 1). Aspectos importantes destes trabalhos, tais como principio de
transducéo, elemento reconhecedor, analito alvo e o tiol ou tiodis utilizado (s) para confec¢édo
das SAMs também estdo inseridas na TABELA 1.

E importante ressaltar que ainda ndo ha na literatura, nenhum biosensor construido
pela técnica de SPR para deteccdo da Leishmaniose Visceral, doenca extremamente relevante

em virtude de seu alto indice de mortalidade (den Boer et al., 2011).



TABELA 1

Exemplos recentes de biosensores construidos através de SAMS.
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Tiol ou Tidis utilizado (s) na

Referéncia

Principio de Elemento :
~ Analito alvo ~ A
Transducido Reconhecedor confec¢do da SAM bibliogréafica
SPR Anticorpos anti-troponina T Troponina T cardiaca Acido Mercaptohexadecandico e Liuetal., 2011
Etilenoglicol Alcanotiolado
SPR Anticorpos anti-CFP-10 Antigenos CFP (encontrados em . .
pacientes tubercolosos) Cisteamina Hong et al., 2011
SPR Bacteriofagos especificos Escherichia coli K12 Propionato de
de E. coli K12 Sucsunimidila ditiolado Arya et al., 2011
QCM Anticorpos anti- Enterotoxina A Enterotoxina A Cisteamina Salmain et al., 2011
QCM Anticorpos anti- Receptor do fator de Receptor do fator de < . S
crescimento epidérmico crescimento epidérmico Acido Tiosalicilico Chen etal., 2011
QCM Anticorpos anti- Vibrio harveyi Vibrio harveyi (patégeno Car@:)(ﬁrr]r?;lﬁg do Sutawan et al., 2010
bacteriano)
EIS Anticorpos anti-Cortisol Cortisol de fluidos intersticiais Propionato de Venugopal etal., 2011
Sucsunimidila ditiolado
EIS Receptor estrogénico Estrégeno Alcanotiol Carboximetilado Im et al., 2010
(horménio esteroidal)
EIS Lactato oxidase Lactato Propionato de Gamero et al., 2010
Sucsunimidila ditiolado

(enzima)
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3.6 Leishmaniose

3.6.1 Aspectos gerais e atuais sobre a Leishmaniose

A leishmaniose é uma doenca causada por um protozoario intracelular do género
Leishmania. De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (2010), 350 milhGes de pessoas
vivem em &reas consideradas de risco, e ha uma estimativa de ocorréncia de 1,5-2.000.000 de
novos casos por ano, sendo que até 500.000 dos casos apresentam LV e 1.500.000
Leishmaniose Cutanea (LC). Todos esses dados sdo provisoriamente aceitos, mas estdo em
constante revisao.

Como observado por den Boer e colaboradores (2011), o impacto da leishmaniose €
essencialmente associado a pobreza. Considerando que a LC tem uma tendéncia espontanea
de auto cura através da formacdo de cicatrizes, a LV € fatal quando ndo tratada, causando uma
mortalidade global anual estimada em 59 000 (35 000 homens e 24 000 mulheres) e, em
algumas éareas, devido a desigualdade de género, a taxa de letalidade é trés vezes maior em
mulheres que em homens (Desjeux, 2004).

3.6.2 Leishmaniose Visceral. Agente etioldgico, transmissor e hospedeiro

A LV é causada pelas espécies Leishmania donovani e Leishmania infantum. Nos
continentes americanos a espécie mais comum é a Leishmania infantum (Murray et al., 2005;
Lukes et al., 2007). E uma doenca que tem como principal vetor um mosquito do género
Lutzomyia (Ashford, 2000). O cédo devido ao seu elevado parasitismo cutaneo € considerado o
mais importante reservatdrio para o L. infantum, servindo de abundante fonte de infeccéo para
os vetores (Reis et al, 2006).

Em decorréncia da importancia do cdo como reservatorio na LV e que a infec¢do
canina, geralmente precede a humana, sendo a primeira responsavel pelo avango tanto
espacial quanto temporal da segunda (Oliveira et al., 2001), o calazar canino tem sido
considerado mais importante que a propria doenca humana no ambito epidemioldgico, pois
além de ser mais prevalente, as areas endémicas apresentam grande numero de cées
infectados que podem transmitir o parasito aos insetos vetores, constituindo um elo

importante na manutencao da transmissdo da infeccao para o homem (Alves et al., 2004).
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3.6.3 Técnicas empregadas no diagnostico da Leishmaniose Visceral

O diagndstico precoce para a Leishmaniose Visceral em humanos e cées é
extremamente importante devido a LV ser uma doenca que pode ser fatal para o ser humano e
por ser necessaria a ado¢do de medidas de controle especificas para o reservatorio doméstico
de L. infantum, incluindo o sacrificio para garantir o sucesso dos programas de controle dessa
zoonose. Para o diagnostico da LV, as suspeitas iniciais baseiam-se na presenca de sinais e
sintomas clinicos, muitas vezes inespecificos, que podem ser comuns a outras infec¢des, tanto
no homem quanto no céo (Ferrer, 1995). Como muitos ndo apresentam qualquer alteracdo no
estado fisico do paciente, o diagndstico conclusivo da LV depende de provas laboratoriais
para confirmacdo da infeccdo. Entre as técnicas disponiveis estdo as de natureza
parasitologica e soroldgica.

As técnicas parasitoldgicas sdo empregadas para a demonstracdo do parasito em
fragmentos de tecido fixados em laminas ou apds submissdo a cultura para crescimento do
agente etioldgico, e a reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés polymerase chain
reaction) para detec¢do de DNA do parasito. Contudo, em geral, o diagndstico parasitolégico
apresenta varias desvantagens devido a puncdo ou a bidpsia de 6rgdos serem métodos
invasivos e traumaticos (Alves et al., 2004). Além disso, a observagdo do parasito pode ser
dificil devido a baixa carga parasitaria em muitos casos (Reis et al., 2006). Em decorréncia da
elevada producdo de anticorpos anti - L. infantum no decurso da infeccdo pelo parasito, 0s
testes soroldgicos sdo adequados a investigacdo diagnostica e tem sido ferramentas essenciais
para o diagndstico da LV. Vérias técnicas sdao empregadas como testes soroldgicos, sendo as
mais comuns o0 ensaio de ELISA empregando antigeno bruto e a reacdo de
imunofluorescéncia indireta (RIFI) baseada na pesquisa de anticorpos 1gG (Kark, 1995).

A RIFI é o teste atualmente indicado pelo Ministério da Saude para levantamento
epidemioldgico e diagnostico da LVC. A reacdo cruzada com outros tripanosomatideos e a
baixa sensibilidade para deteccdo de casos assintomaticos sdo as principais limitaces dessa
técnica (Teixeira-Neto et al., 2010). Além disso, ndo é facilmente adaptavel a grandes
inquéritos soroldgicos devido a sua dificuldade de execucdo e subjetividade (Mancianti et al.,
1995).

A ELISA é uma técnica mais adequada para inquéritos epidemiologicos porque
permite a leitura simultanea e automatica de varias amostras, contudo, também é bastante
laboriosa por exigir longo tempo para execugdo e a realizacdo de vérias etapas. Ela tem se

mostrado uma técnica mais sensivel, mas sua especificidade é variavel, dependendo do
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antigeno utilizado (Kark, 1995) e, também tem apresentando grande numero de falsos
negativos em cdes com baixos niveis de anticorpos seja na fase inicial da infeccdo ou em
assintomaticos. A utilizacdo de antigenos recombinantes tem aumentando a sua especificidade
(Saadia et al., 2003; Rosério et al., 2005,). Entretanto, os resultados entre diferentes estudos
ainda € divergente considerando a capacidade desses antigenos detectarem 0s casos
assintomaticos de LV. Outra limitagdo no emprego dos antigenos recombinantes é que muitas
dessas proteinas sdo produzidas em quantidade muito limitada pelo parasito e sua purificacdo
por técnicas bioquimicas € bastante laboriosa e a producdo pela engenharia genética requer
recursos especializados e elevado investimento.

Rosério e colaboradores (2005) avaliando a técnica de ELISA usando antigeno bruto
de Leishmania e antigenos recombinantes como um marcador diagnéstico para a LVC
demonstraram que esses antigenos produziram resultados similares em termos de
sensibilidade e especificidade para identificar as diferentes formas clinicas da LV. O uso de
antigenos recombinantes ndao melhorou significativamente os resultados comparados com
antigenos brutos para identificar os cdes positivos, mas apresentaram melhor especificidade
minimizando reacdes cruzadas com outras doencas parasitarias.

Em decorréncia das limitacGes das técnicas atualmente disponiveis hd uma grande
dificuldade na escolha de um teste apropriado, de simples execucdo, sensivel e especifico que
possibilite tanto o diagnostico dos casos avancados, mas também dos iniciais,
oligossintomaticos e assintomaticos. Dessa forma, torna-se necessario o desenvolvimento de
técnicas alternativas para serem aplicadas nos inquéritos epidemioldgicos, tanto em
populagdes humanas sob risco como em animais, a fim de se avaliar a verdadeira extensdo do
problema naquela regido.

Pelo exposto, o presente trabalho propde uma nova metodologia para deteccdo da LVC
através do desenvolvimento de um imunosensor baseado na técnica de SPR. Diferentemente
dos métodos convencionais para deteccdo de LVC ja discutidos (RIFI e ELISA), o sensor
proposto ndo necessita de marcadores e permite analise mais rapida e em tempo real, além de
possibilitar a regeneracdo da superficie do sensor, o que pode contribuir significativamente
para reduzir o custo das analises. Sendo, portanto, uma grande perspectiva como novo método
de diagnostico da LVC.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Reagentes e Solucdes

11-MUA, NHS, EDC, EA e acido 4-(2-hidroxietil)piperazina-1-etanosulfénico
(HEPES) foram adquiridos da Sigma-Aldrich®. Acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA,
do inglés ethylenediamine tetraacetic acid), cloreto de sddio, cloreto de potassio e acido
cloridrico foram comprados da ISOFAR. TWEEN 20 (Polisorbato 20 ou surfactante Py) e
hidréxido de potassio foram obtidos da VETEC. Alcool etilico (99,5%) e fosfato de sodio
monobasico foram adquiridos da Dindmica® Quimica. Peréxido de hidrogénio (PA) foi
comprado da IMPEX. Acido sulfirico (PA) foi adquirido da ACS reagente analitico.
Hidroxido de sodio foi comprado da NEON.

A solucdo tampdo HBS-EP pH 7.4 foi preparada através da mistura das seguintes
solucBes aquosas: HEPES pH 7.4 (10 mmol.L"), EDTA pH 8.0 (3 mmol.L™), NaCl (150
mmol.L™) e surfactante Py (0,005%). A solucdo HBS-EP pH 7,4 foi utilizada tanto como
tampdo de corrida para as analises de SPR como para dissolugdo de antigenos soltveis de L.
infantum e dos soros caninos positivos e negativos para LV.

A solucdo etanolica do 11-MUA, e as solu¢des aquosas de EA e da mistura EDC/NHS
foram preparadas previamente ao uso.

Todos os demais reagentes utilizados foram de grau analitico e todas as solucGes

foram preparadas usando agua purificada em sistema Milli Q.

4.2 Equipamentos

As medidas voltamétricas e impedimétricas foram realizadas em um
potenciostato/galvanostato da Autolab modelo PGSTAT 128 N (Eco Chemie,
www.metrohm.com.br) (FIGURA 8) acoplado a um microcomputador contendo o software
GPES 4.9.



http://www.metrohm.com.br/
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FIGURA 8 - Potenciostato/galvanostato da Autolab PGSTAT 128 N utilizado para as medidas eletroquimicas.

Para obtencdo das medidas eletroquimicas utilizou-se uma célula com capacidade de
10,0 mL. Os eletrodos foram inseridos na célula por entradas presentes em uma cobertura de
Teflon®. Um eletrodo de ouro (0,0314 cm?) foi utilizado como eletrodo de trabalho. Os
eletrodos auxiliar e de referéncia foram, respectivamente, um fio de platina e Ag/AgCl (sat.)
na célula contendo 3 mol.L™* de KCI (FIGURA 9).

FIGURA 9 - Célula eletroquimica utilizada nos experimentos. Ea = Eletrodo auxiliar; Et = Eletrodo de trabalho;

Er = Eletrodo de referéncia.

As medidas opticas do angulo de SPR foram obtidas para analisar as interagoes
biomoleculares usando um Autolab Springle (Eco Chemie) (FIGURA 10(a)), no qual a parte
Optica do sistema é composta de um prisma e de um disco de vidro recoberto com um fino
filme de ouro adquiridos da Metrohm-Autolab. A FIGURA 10(b) mostra o prisma de vidro
colocado sobre sua superficie o disco de vidro recoberto com o filme de ouro utilizados nas
analises de SPR. O equipamento contém uma célula com capacidade de 300 pl. Como fonte
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de radiacdo foi empregado um laser de He-Ne (com emissdo em 670 nm) e a intensidade da
luz refletida foi medida através de um detector de fotodiodo. A configuragdo utilizada é
baseada na reflexd@o interna total atenuada (configuracdo de Kretschmann) que € a mais usada
em espectroscopia de SPR. A vazao e a temperatura foram mantidas a 48 pl/min e 23+1°C,

respectivamente, durante todas as medidas.

FIGURA 10. llustragdo do espectrometro de SPR Autolab Springle utilizado para as medidas dpticas (a) e
ilustracdo do substrato usado nas andlises de SPR colocado sobre o prisma de vidro (b).

O pH final das solucdes tampdo foram determinados por um PHmetro lon — Meter 781
(Metrohm Pensalab) e ajustado com 0,1 mol.L™* de HCI ou 0,2 mol.L™* de NaOH.

A FIGURA 11 mostra a Centrifuga refrigerada Jouan BR4i multifunction (Thermo
Electron Corporation) utilizada no processo de lavagem e separacdo durante a producéo dos

antigenos solaveis de L. infathum.

FIGURA 11. Centrifuga refrigerada Jouan BR4i multifunction utilizada durante o processo de producdo dos
antigenos solaveis de L. infantum.
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A &gua destilada foi ultrapurificada através do Ultrapurificador de &gua PURELAB
Classic DI (ELGA) (FIGURA 12).

FIGURA 12. Ultrapurificador de 4gua PURELAB Classic DI (ELGA) utilizado para ultrapurificacdo da dgua

utilizada nos experimentos.
4.3 Producdo de Antigenos Sollveis de Leishmania infantum

Formas promastigotas de antigenos sollveis de L. infantum foram produzidas “in
house”, conforme protocolo e patente depositado no Instituto Nacional da Propriedade
Industrial (INPI) por pesquisadores da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP)
(P10605889-2). As formas promastigotas de L. infantum foram crescidas por meio de cultura
em meio LIT (Live Infusion Tryptose) na fase estacionaria. Os parasitos foram lavados 3
vezes em PBS pH 7,2 por centrifugacdo em 600 x g por 10 minutos. Em seguida, os parasitos
foram rompidos com trés ciclos durante 1 minuto a 40 Watts em ultra-som (Sonifier Cell
Disruptor® - Brason Sonic Power Co., EUA) em banho de gelo. Posteriormente, o material
sonicado foi centrifugado em centrifuga refrigerada Jouan BR4i multifunction (Thermo
Electron Corporation) a 37.000 x g por 1 hora e 30 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi
dializado contra PBS pH 7,2, durante 24 horas, a 4°C sob agitacdo. Por fim, o material
remanescente no saco de didlise foi filtrado em filtros estéreis descartdveis, de 0,22 pum
(Millipore Co, Massachusetts, EUA) e uma aliquota retirada para dosagem de proteina pelo
método de Lowry e colaboradores (1951), sendo ajustada a concentragdo para 1.000 ug.mL™.
Amostras do antigeno foram replicadas e congeladas em freezer a -80°C até o momento da

sua utilizagdo. A avaliagdo do potencial desses antigenos para sorodiagnostico da LVC foi
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previamente certificada utilizando soros testes de animais positivos e negativos armazenados
no Banco de Soros da UFOP testados por ELISA nas condi¢cdes do ensaio empregado

rotineiramente nos trabalhos epidemiologicos.
4.4 Soros Caninos

Amostras de soros caninos foram obtidas em areas endémicas de cdes naturalmente
infectados pelo L. infantum. Estas amostras possuem diagnostico estabelecido pela secretaria
de satde em Belo Horizonte e confirmado pelo laboratorio de Imunopatologia da UFOP, MG-
Brasil. Em adicdo, soros de cées saudaveis criados no biotério da UFOP foram usados como
controles negativos. A coleta dessas amostras foi aprovada pelo comité de ética em
pesquisa/UFOP, projeto n® 2007/83. Em ANEXO esta a cépia do oficio de aprovacdo do

projeto pelo comité de ética.

4.5 Limpeza da superficie de ouro

A limpeza do eletrodo ou disco de ouro é fundamentalmente importante para
modificacdo de sua superficie. Para esta finalidade, ambos foram imersos em solugdo piranha
(mistura 1:3 v/v de H,0, 30% e H,SOyconc.) durante aproximadamente 3 minutos. A eficiéncia
do processo de limpeza foi avaliada através de voltamogramas ciclicos (VCs) em solucédo de
H,S0, 0,5 mol.L™, velocidade de varredura, v , de 50 mV.s™ no intervalo de potencial, AE, de
-0.1 a 1.5 V vs Ag/AgCl. O perfil voltamétrico tipico obtido da superficie de ouro limpa é
mostrado na FIGURA 13. As correntes de pico anddica (l,) e catddica (I) observadas
aproximadamente em 1,27 e 0,90 V sdo caracteristicas da oxidacao do ouro a éxidos de ouro e
reducdo dos éxidos a ouro elementar, respectivamente. Este procedimento visa a renovacao da
superficie metalica. Assim sendo, previamente a modificacdo das superficies do ouro foram

realizados voltamogramas ciclicos cujo perfil tipico é apresentado na FIGURA 13.
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FIGURA 13. Voltamograma ciclico (VCi) tipico obtido para superficie de ouro limpa em solu¢do 0,5 mol.L™ de
H,SO,, v de 50mV.s™, AE, de - 0.1 a 1.5 V vs Ag/AgCI.

4.6 Formacéo e Caracterizacdo da SAM na superficie do eletrodo de ouro

Para formacéo da SAM o eletrodo de ouro foi imerso em solugéo etandlica do &cido
11-mercaptoundecandico. Nesta etapa, foram testadas diferentes concentracdes do 11-MUA
(0,1, 1,0 e 10,0 mmol.L™) bem como diferentes tempos de adsorcdo (0,5, 2, 8, 16, 24 e 60
horas) para cada concentracdo. Subsequentemente a preparacdo da SAM, o eletrodo foi
removido da solucdo, lavado com etanol e agua, e transferido para célula eletroquimica.

As técnicas eletroquimicas utilizadas para caracterizacdo da formacdo da SAM do 11-
MUA na superficie do eletrodo de ouro foram a Voltametria Ciclica (VC) e o Método de
Reducéo Dessortiva (RD) realizado através da Voltametria de Pulso Diferencial (VPD). A RD
foi empregada com o propdsito de dessorver eletroguimicamente as moléculas de 11-MUA da
superficie eletrédica. Os VCs foram obtidos em solu¢do aquosa contendo como sonda redox
1,0 mmol.L* de hexacianoferrato de potassio (Ks[Fe(CN)s]), na presenca de 0,1 mol.L™ de
KCI, a uma v de 20 mVs™. Os voltamogramas de pulsos diferenciais foram obtidos em
solucdo aquosa contendo 0,5 mol.L™* KOH, a 20mV.s™. Previamente & reducéo eletroquimica,
a solucdo aquosa de hidréxido de potassio foi desoxigenada com gas nitrogénio (N;) durante

aproximadamente 10 minutos.
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4.7 Construcdo do Imunosensor através da técnica de SPR

A construcdo do imunosensor foi realizada através da imobilizacdo de antigenos
solveis de L. infantum sobre Monocamadas Auto-Organizadas do 4acido 11-

mercaptoundecandico em superficie de ouro.

4.7.1 Construcdo da SAM em substratos de SPR

Uma vez otimizados a construgdo e caracterizagdo da SAM na superficie do eletrodo
de ouro, o proximo passo consistiu na formacdo da SAM do 11-MUA em discos de vidro
recobertos com finos filmes de ouro usados como substratos para as analises de SPR. Entéo, o
disco foi imerso em solucdo etanolica contendo a concentracdo do tiol e o tempo de
modificacdo anteriormente estudados em eletrodo de ouro. Apds formagdo da SAM, o disco
foi lavado com &gua e etanol.

4.7.2 Ativacao dos grupos funcionais terminais da SAM

Para ativagdo dos grupos carboxilicos terminais da SAM foram injetados 500 pL de
uma mistura aquosa contendo EDC/NHS. As diferentes concentracGes desses agentes de
acoplamento e o tempo necessario para interacao foi seguido de acordo com os procedimentos

ja bem descritos na literatura (Jonhsson et al., 1991).
4.7.3 Adicdo de Antigenos solUveis de Leishmania infantum sobre o disco sensor

O disco sensor contendo a SAM previamente ativada foi colocado sobre o prisma de
vidro do espectrometro de SPR. As medidas foram iniciadas através da adicdo de 300 pL de
tampdo HBS-EP pH 7,4 para obtencdo de uma linha de base. O valor de pH escolhido é
aproximadamente igual ao pH fisiolégico, além de ser estavel para dissolucdo das amostras
bioldgicas. Uma vez obtida a linha de base, foram injetados sobre a superficie 100 pL dos
antigenos de L. infantum diluidos em HBS-EP pH 7,4. A imobilizagdo do antigeno foi
acompanhada através da mudan¢a do angulo de SPR em fun¢do do tempo de interagéo.
Durante a etapa de imobilizacdo dos antigenos, foram estudadas diferentes concentra¢des dos
Ag de L. infantum (10, 18, 30, 40 e 50 pg.mL™) bem como diferentes tempos de ligacdo

desses antigenos sobre a superficie (1, 5, 10, 30 e 60 minutos). Posteriormente & adi¢cdo dos
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antigenos, a superficie foi lavada vérias vezes com tampdo HBS-EP pH 7,4 seguido pela
injecdo de 200 pl de solucdo aquosa de EA. Diferentes concentragdes de EA (0,01, 0,05,
0,100 e 1,00 mol.L™) foram testadas. Ap6s injecdo de EA, novamente a superficie foi lavada
com tampéo HBS-EP pH 7,4.

4.8 Caracterizacdo Eletroquimica do Imunosensor

Previamente a caracterizacdo o imunosensor foi construido na superficie do eletrodo
de ouro da seguinte maneira: ap6s formacdo da SAM o eletrodo foi lavado com &gua e imerso
em 0,5 mL de uma solucéo contendo 100 mmol.L™ de EDC e 150 mmol.L™ de NHS durante
15 minutos. Posteriormente, a superficie foi levemente lavada com agua. Entdo o eletrodo
contendo a SAM ativada foi imerso em 0,5 mL da solucdo contendo 50 pg.mL™ de Ag de
L. infantum dissolvido em tampdo HBS-EP pH 7,4. Apds tempo de imobilizacdo de 30
minutos o substrato foi novamente lavado com agua e entdo colocado na célula eletroquimica.

A caracterizacdo do imunosensor foi realizada atraves das técnicas de Voltametria
Ciclica e Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica. Os VCs foram realizados em 1,0
mmol.L™ de Fe(CN)s*, na presenca de 0,1 mol.L™ de KCI. Os estudos de EIS foram
realizados em tampdo HBS-EP pH 7,4 e em solucdo aquosa contendo a sonda
hexacianoferrato (1,0 mmol.L™) em KCI (0.1 mol.L™). Em ambos os meios utilizou-se o
potencial de circuito aberto (OCP, do inglés Open Circuit Potential) e o potencial aplicado
(valor obtido através da medida média das I, e I; obtidas pelos VCs referentes ao processo
redox da sonda em eletrodo limpo), a amplitude foi de 10 mV, a faixa de frequéncia utilizada
foi 0,1 a 10° Hz, e os dados foram obtidos através do software Fit and Simulation FRA2

(baseado no método de Boulkanp).

4.9 Deteccdo da imunorreacdo entre antigenos brutos solGveis de L. Infantum e
anticorpos anti - L. infantum através da técnica de SPR

Foram avaliados 10 soros obtidos de cées negativos para LVC e 10 com diagnostico
confirmado para LVC. Estes soros foram utilizados para preparacdo de um pool de animais
positivos e negativos empregado para avaliacdo da interacdo do antigeno imobilizado com o
anticorpo em diferentes diluicdes seriadas dos soros (1:50, 1:100, 1:400, 1:800, 1:1600,
1:3200, 1:6400, 1:12800, 1:25600, 1:51200 e 1:102400). Através dessa titulagdo foi definido a

sensibilidade e especificidade do imunosensor para detec¢do de anticorpos anti - L. infantum.
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Para cada fator de diluicdo mencionado, foram injetados 200 pL de soros caninos positivos e
negativos sobre o imunosensor. Apo6s adicdo realizou-se lavagem da superficie através da
injecdo de tampdo HBS-EP pH 7,4. A intensidade de resposta para a adicdo dos soros foi
avaliada através de sensogramas obtidos pela variacdo do angulo de plasmons de superficie
com o tempo de interagdo. Também foi estudado nesta etapa, o tempo necessario para uma
interacdo estavel entre Ag-Ab (60, 300, 600, 1800 e 3600 segundos).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Construcdo e Caracterizacdo da SAM através de Técnicas Eletroquimicas

As técnicas eletroquimicas utilizadas para caracterizacdo da adsor¢do do alcanotiol
sobre superficie de ouro foram a VC e a RD por VPD. Através destas tecnicas foram
realizados estudos visando obter a melhor concentragdo bem com o melhor tempo de

interacdo do 11-MUA com a superficie de ouro para formacéo da SAM.

5.1.1 Estudo do efeito da concentracdo do 11-MUA para formacdo da SAM através da

Voltametria Ciclica

A FIGURA 14 mostra os VCs obtidos para eletrodo de ouro limpo e modificado com
11-MUA ap6s diferentes tempos de adsorcdo na presenca da sonda eletroquimica
hexacianoferrato de potassio em KCI 0,1 mol.L™. As curvas rotuladas com o nimero 1 nas
FIGURAS 14(a), 14(b) e 14(c), referem-se ao comportamento redox da sonda em eletrodo de
ouro limpo. Para o referido processo foi observado um par redox com I, de 1,69 pA e I; de -
1,66 LA em potenciais elétricos de 0,29 e 0,23 V vs. Ag/AgCl, respectivamente.

Com o propésito de obter filmes com elevado grau de organizacdo foram estudadas
diferentes concentragdes do 11-MUA bem como diferentes tempos de adsor¢do. A FIGURA
14(a), curvas 2, 3 e 4 mostram, respectivamente, a modificacdo da superficie de ouro com 11-
MUA a partir de solucdes de diferentes concentracdes: 0,1, 1,0 e 10,0 mmol.L™* e um tempo
de adsorcdo de 2h. Pode-se verificar claramente atraves da FIGURA 14(a) que a adsorcdo do
tiol ocorre de forma muito rapida e que apresenta resisténcia para a transferéncia eletrénica na
superficie do eletrodo para a sonda estudada, fato observado devido a diminuicdo dos picos
anodico e catodico caracteristicos. Avaliando o perfil de resposta para as diferentes
concentracdes, percebe-se que uma maior supressdo do par redox foi observado em 1,0
mmol.L™! do 11-MUA (FIGURA 14(a), curva 3). A explicacdo para este fato pode estar
baseada no seguinte: uma menor concentracdo do tiol (0,1 mmol.L™) em tempo de interagdo
de apenas 2,0 horas possibilitou uma formacédo ainda incompleta da SAM sobre a superficie
de ouro, apresentando alguns espacgos que permitiram maior acessibilidade da sonda para
sofrer o processo redox através da superficie. J& a maior concentracdo do 11-MUA (10,0

mmol.L™) pode ter gerado ligacdes dissulfeto entre os préprios ti6is, diminuindo a interagdo
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dos atomos de enxofre com os dtomos de ouro, possibilitando reacdo redox da sonda mais
efetiva nesta concentragdo do 11-MUA quando comparado com sua reacdo em eletrodo
modificado com 11-MUA 1,0 mmol.L™%. As I, e I. obtidas para eletrodo de ouro limpo e
modificado com cada concentracdo do tiol estudada apds tempo modificacdo de 2,0 horas

podem ser observadas na TABELA 2.

TABELA?2

Diferentes I, e I, obtidas por VVC utilizando como sonda ferricianeto em KCI em eletrodo limpo e ap6s
modificacdo com diferentes concentraces de 11-MUA apds tempo de interagdo de 2,0 horas

[11-MUA] (mmol.L™) la (nA) Ic (nA)
0,0 (eletrodo limpo) 1,69 -1,66
0,1 1,00 -1,04
1,0 0,49 -0,43
10,0 0,81 -0,75

v=20mV s’; [Fe(CN)s"] = 1,0 mmol.L™"; [KCI] = 0,1 mol.L™"; AE de 0 a 0,5V vs. Ag/AgClI.

Através do estudo realizado em tempos de interacdo de 8,0 horas (figura nao
mostrada) e 16 horas (FIGURA 14(b)), observou supressao total do comportamento redox da
sonda para as concentragdes do 11-MUA de 1,0 mmol.L™* (FIGURA 14(b), curva 3) e 10,0
mmol.L™ (FIGURA 14(b), curva 4). No entanto, para 0,1 mmol.L™ de 11-MUA (Figura
14(b), curva 2) ainda foram observados processos faradaicos na superficie, devido as I, (0,12
WA) e I; (0,10 pA) observadas em 0,27 e 0,09 V, respectivamente, evidenciando que apos 8,0
e 16,0 horas de modificacdo 0,1 mmol.L? de 11-MUA ndo suprime totalmente o
comportamento eletroativo da sonda. Tal fato pode ser explicado devido a incompleta
formacdo da SAM ainda permitir transferéncia eletrnica da sonda através da superficie.

A FIGURA 14(c), mostra os VCs obtidos em eletrodo modificado com diferentes
concentracdes do 11-MUA (0,1, 1,0 e 10 mmol.L™) ap6s 24 horas. Pode ser observado através
dos voltamogramas da FIGURA 14(c) que nenhum processo faradaico ocorreu, sendo
caracterizados pela formagdo da dupla camada elétrica entre a superficie do eletrodo e a
solucdo eletrolitica. Assim, todas as concentracdes de tidis estudadas suprimiram totalmente o

comportamento eletroativo da sonda para um tempo de adsor¢éo de 24 horas.
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FIGURA 14. VVCs obtidos para diferentes concentra¢fes do 11-MUA em diferentes tempos de adsor¢do. Efeito
da sonda em eletrodo limpo (FIGURAS 14(a), 14(b) e 14(c), curvas 1) e eletrodo modificado com 0,1 (curvas 2),
1,0 (curvas 3) e 10,0 mmol.L™ (curvas 4) do 11-MUA ap6s 2,0 horas (FIGURA 14(a)), 16,0 horas (FIGURA
14(b)) e 24,0 horas (FIGURA 14(c)). Todos os VCs foram obtidos em 1,0 mmol.L™" de ferricianeto em 0,1
mol.L™ KCI, v.de 20 mV.s™ e AE de 0 a 0,5V vs. Ag/AgCl.
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Diante dos VCs apresentados, tem-se como resultado que concentragcdes do 11-MUA
de 1,0 e 10,0 mmol.L™ ndo apresentaram diferencas significativas de respostas para tempos de
interacdo a partir a 8,0 horas. Ja em tempo de interacdo de 24 horas todas as concentragdes
estudadas inibiram completamente o comportamento eletroativo do hexacianoferrato devido a

resisténcia de transferéncia eletronica ocasionada pela formagéo da SAM do 11-MUA.

5.1.2 Estudo da concentracédo do 11-MUA para formacédo da SAM através da Reducéo

Dessortiva

De acordo com Porter e colaboradores (1991) que os alcanotidis podem ser
eletroquimicamente dessorvidos da superficie do ouro ou de outros metais. Os estudos
mostraram que a dessor¢do ocorre em solucdo alcalina (pH > 11) através da dessorcéo
oxidativa (OD, do inglés oxidative desorption) ou da dessor¢do redutiva (RD, do inglés
reductive desorption). O processo oxidativo envolve a perda de trés elétrons (reacdo mostrada
através da equacdo 6) e no redutivo tem-se o ganho de um elétron (reacdo evidenciada através

da equacéo 7).

AUS(CHz)nCH3 + 2H20 - AU(O) + CHg(CHz)nSOE + 4‘H+ + 36_ (6)

AUS(CHz)nCHg + e_ i AU(O) + CH3(CH2)nS_ (7)

Ambas as reacOes eletrodicas referentes a adsorcdo do mercaptotiol na superficie de ouro
resultam na perda de um hidrogénio desse tiol e formacdo do ouro alcanotiolado. Ja na
dessorcdo, ambos, o tiol e a superficie metalica,tornam-se solvatados, e os tidis se difundem,
distanciando da superficie.

Também foi verificado por Porter e colaboradores (1991) que a reacdo 7 serve de base
para determinacdo da cobertura de superficie (r) de organotiolatos em ouro. O uso da reacdo 6
também € possivel, embora complicada devido a necessidade de se considerar oxidagdes
concomitantes na superficie do ouro. Assim, tomando-se por base a reacéo 7, eles realizaram
VCs em eletrodo de ouro ndo modificado e modificado. Em todos os casos, a varredura foi
iniciada em -0,2V vs. Ag/AgCl utilizando 0,5 mol.L™* de KOH como eletrélito suporte. A I,

observada em aproximadamente -1,1V é resultado da reducdo via um elétron conforme a
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reacdo 7. Experimentalmente os pesquisadores promoveram um método para mensurar a

cobertura de superficie de grupos ferrocenos eletroativos, onde r ¢ calculado como:

_ Q
r= nFA ®

onde Q é a carga associada com a reducédo de espécies na superficie, n é o nimero de elétrons
envolvidos, F é a constante de Faraday e A é a area geométrica do eletrodo. Os valores de Q
sdo determinados através da integral da curvai vs. E.

Dessa forma, a I observada através da RD € um excelente indicativo da quantidade de
tiois que foram adsorvidos na superficie metélica, sendo um método eficiente para
caracterizacdo de SAMs formadas pela adsorcdo de alcanotidis. Portanto, outro método
eletroquimico utilizado no presente estudo para caracterizacdo da SAM do 11-MUA foi a RD
realizada através da técnica de VPD. Os voltamogramas foram obtidos em solucdo aquosa
contendo 0,5 mol.L™* KOH, a 20 mV.s™, AE de 0,1 a -1,3V vs. Ag/AgCl. Antes de iniciar os
experimentos, a solucéo foi desoxigenada com N durante aproximadamente 10 minutos
(FIGURA 15).

Através da FIGURA 15, observa-se intensidades de correntes catddicas caracteristicas
entre 1,05 e 1,08V vs. Ag/AgCl devido a dessorcdo dos tidis na superficie do eletrodo de
ouro. Primeiramente, foram estudadas diferentes concentracdes do 11-MUA (0,1, 1,0 e 10,0
mmol.L™) em diferentes tempos de interagdo. As curvas 1, mostradas nas figuras 15(a), 15(b)
e 15(c), referem-se aos voltamogramas obtidos do eletrodo limpo em solugdo desaerada
contendo 0,5 mol.L™* KOH. Conforme pode ser analisado ndo ha evidéncia de nenhum
processo faradaico.

As curvas 2, 3 e 4 da FIGURA 15(a), mostram, respectivamente, a modificacdo da
superficie de ouro através da adsorgdo de 0,1, 1,0 e 10,0 mmol.L™ de 11-MUA apds um
tempo de interagdo de apenas 2,0 horas. Evidencia-se menor intensidade de corrente catodica
qguando a modificagdo do eletrodo foi realizada utilizando-se uma maior concentragédo do 11-
MUA (10,0 mmol.L™?), confirmando a hipétese relatada anteriormente pelos \VCs, na qual um
maior nimero de espécies na superficie pode possibilitar a formacéo de ligacdes dissulfetos
entre as moléculas do 11-MUA, dificultando a interacdo do enxofre com as particulas de ouro,
resultando na diminuicdo do numero de moléculas adsorvidas na superficie metalica. A
TABELA 3 mostra as I, obtidas por RD para as diferentes concentracbes do 11-MUA

estudadas ap6s um tempo de modificagdo de 2,0 horas.
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Figura 15. RD obtida através da técnica de VPD. Voltamogramas obtidos do branco (curvas 1, FIGURAS 15(a),
15(b) e 15 (C)), e para as diferentes concentragdes de 11-MUA: 0,1 (curvas 2), 1,0 (curvas 3) e 10,0 (curvas 4)
mmol.L™?, apés 2,0 horas (FIGURA 15(a)), 15,0 horas (FIGURA 15(b)) e 24 horas (FIGURA 15(c)) de

modificacdo. Todos os voltamogramas foram obtidos em soluc&o aquosa contendo 0,5 mol.L™ de KOH, v de 20

mV.s' e AE de 0,1 a -1,3V vs. Ag/AgCl. Anteriormente a realizacdo das medidas a solugio aquosa de KOH foi

desaerada com gas nitrogénio durante aproximadamente 10 minutos.
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TABELA3

Diferentes I obtidas por VPD para eletrodo de ouro modificado com diferentes concentragdes de 11-MUA em
0,5 mol.L™ de KOH ap6s tempo de interacdo de 2,0 horas

[11-MUA] (mmol.L ™) Ic (nA)
0,1 -0,40
1,0 -0,42
10,0 -0,15

v=20mVs™; AE de 0,1 a -1,3V vs. Ag/AgCI.

Apds tempos de modificacdo de 8,0 horas (figura ndo mostrada), 16,0 horas (FIGURA
15(b)) e 24 horas (FIGURA 15(c)) a intensidade da corrente catdédica aumentou com o
aumento do tempo de adsorgéo, certificando que o maior tempo de modificacdo possibilitou
maior adsorcdo dos tidis na superficie. O perfil dos voltamogramas de pulsos diferenciais
obtidos para todos os tempos de interacdo estudados foi semelhante ao voltamograma com o
tempo de interacdo de 2,0 horas discutido anteriormente.

As TABELAS 4, 5 e 6 mostram a intensidade dos picos catddicos obtidos através da
Reducdo Dessortiva para as diferentes concentra¢fes do 11-MUA ap6s tempos de adsorcao de

8,0, 16,0 e 24 horas, respectivamente.

TABELA 4

Diferentes I obtidas por VPD para eletrodo de ouro modificado com diferentes concentracées de 11-MUA em
0,5 mol.L™* de KOH ap6s tempo de interacéo de 8,0 horas

[11-MUA] (mmol.L™) Ic (nA)
0,1 -0,42
1,0 -0,46
10,0 -0,29

v=20mVs™; AE de 0,1 a -1,3V vs. Ag/AgClI.

TABELAS

Diferentes I, obtidas por VPD para eletrodo de ouro modificado com diferentes concentra¢fes de 11-MUA em
0,5 mol.L"! de KOH apds tempo de interacdo de 16,0 horas

[11-MUA] (mmol.L™) Ic (nA)
01 -0,44
1,0 -0,55
10,0 -0,31

v=20mVs™; AE de 0,1 a -1,3V vs. Ag/AgClI.
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TABELA 6

Diferentes I obtidas por VPD para eletrodo de ouro modificado com diferentes concentragdes de 11-MUA em
0,5 mol.L™* de KOH apds tempo de interacdo de 24,0 horas

[11-MUA] (mmol.L™) Ic (nA)
0,1 -0,49
1,0 -0,65
10,0 -0,32

v=20mVs™; AE de 0,1 a -1,3V vs. Ag/AgCI.

Diante do estudo de RD realizado por VPD ficou evidente que para cada tempo
estudado a aplicacdo do potencial negativo promoveu maior dessorcdo do 11-MUA na
concentracdo de 1,0 mmol.L™". Tal fato evidencia que nesta concentracdo o tiol foi mais
intensamente adsorvido na superficie do eletrodo de ouro, sendo, portanto, a concentracdo

escolhida para formacédo da SAM.

5.1.3 Estudo do tempo de adsorc&o de 1,0 mmol.L™ do 11-MUA através da Voltametria
Ciclica e Reducgéo Dessortiva

Apbs definicdo da melhor concentracdo a ser utilizada para formagdo da SAM (1,0
mmol.L™ do 11-MUA), o préximo passo foi definir o melhor tempo de adsorcéo do tiol nas
mesmas condigOes estudadas anteriormente. A FIGURA 16 mostra os diferentes tempos de
adsorcéo estudados através das técnicas VC (FIGURA 16(a)) e RD (FIGURA 16(b)).

As curvas 1 das FIGURAS 16(a) e 16(b), referem-se, respectivamente, ao VC da
sonda em eletrodo limpo e ao voltamograma de pulso diferencial do eletrodo limpo em
solucdo aquosa desaerada contendo 0,5 mol.L™ KOH. J4 as curvas 2, 3, 4, 5, 6 e 7 das
FIGURAS 16(a) e 16(b) referem-se, respectivamente, aos VCs e aos voltamogramas de
pulsos diferenciais obtidos ap6s 0,5, 2,0, 8,0, 16,0, 24,0 e 60,0 horas de interacdo com 1,0
mmol.L™ do 11-MUA.

Através dos VCs (FIGURA 16(a)) verifica-se que a partir de tempos de interacdo de 8
horas (FIGURA 16(a), curva 4) a SAM formada por 1,0 mmol.L™ do 11-MUA apresenta
excelente supressdo dos processos redox da sonda eletroquimica empregada. Tal fato é
explicado devido a formacdo de uma SAM ainda desorganizada apresentar uma cobertura de
superficie elevada, a qual ja é suficiente para suprimir a eletroatividade da sonda devido a alta
resisténcia a transferéncia eletrénica gerada na superficie.

Jé& através da RD (FIGURA 16(b)) observou-se que a partir de tempos de interacdo de

24 horas (FIGURA 16(b), curva 6) ndo foram verificadas variag@es significativas na corrente
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catodica para 1,0 mmol.L™ do 11-MUA, indicando que ap6s adsorcdo a SAM inicia-se um
processo de organizagdo através do rearranjo molecular dos tidis. A TABELA 7 mostra 0s
valores de I¢, Q e os valores obtidos de I através da equacgao (8) para cada tempo de adsorgao

(0,5, 2,0, 8,0, 16,0, 24,0 e 60,0 horas) do tiol mostrado na FIGURA 16(b).

164 (@)
0,8 1 3
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-1,6 1 Z

0,0 0,1 0,2 0.3 0,4 0,5
E (V) vs. Ag/AgCI

14 12 10 08 06 04 02
E (V) vs. Ag/AgCI

FIGURA 16. Diferentes tempos de adsor¢do estudados para formacdo da SAM do 11-MUA. As curvas 1 das
FIGURAS 16(a) e 16(b), referem-se, respectivamente, ao VC e VPD do eletrodo limpo em suas respectivas
solucbes. Ja as curvas 2, 3, 4, 5, 6 e 7 das FIGURAS 16(a) e 16(b) referem-se, respectivamente, aos VCs e aos
voltamogramas de pulsos diferenciais obtidos ap6s 0,5, 2,0, 8,0, 16,0, 24,0 e 60,0 horas de interacdo com 1,0
mmol.L™ do 11-MUA. Os VCs (FIGURA 16(a)) foram obtidos com 1,0 mol.L™ de Fe(CN)s> em 0,1 mol.L™ de
KCI, vde20 mV.s'e AE de 0 a 5 V vs. Ag/AgCl. A RD (FIGURA 16(b)) foi realizada através da VPD na
presenca de uma solucdo aquosa contendo 0,5 mol.L™* de KOH anteriormente desaerada com gas nitrogénio, v de
20mV.s'e AE de 0,1 a-1,3 V vs. Ag/AgCI.



TABELA7

Valores de I, Q e T obtidos através da técnica de RD ap6s diferentes tempos de adsor¢éo de
1,0 mmol.L ™" do 11-MUA
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Tempo de adsorcao 8 r/
P (horas) ¢ Ic (RA) Qlc (x 10%) omol.cm?
0,5 -0,39 4.44 14,7
2,0 -0,42 6,08 20,0
8,0 -0,46 6,66 22,0
16,0 -0,55 7,25 23,9
24,0 -0,65 8,00 26,6
60,0 -0,67 8,30 27,2

Através dos valores de cobertura de superficie encontrados através da RD construiu-se

uma curva relacionando I' versus tempo de adsor¢do do tiol (FIGURA 17). Conforme

evidenciado mediante ajuste ndo linear do modelo proposto de formacgdo da SAM, 0 mesmo

ndo ocorre mediante uma isoterma simples de Langmuir.
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FIGURA 17. Diferentes valores obtidos para I' para cada tempo de adsorgéo de 1,0 mmol.L™ do 11-MUA.

O modelo proposto tem por base o fato do processo de adsorcdo da SAM investigada

ocorrer de forma rapida alcancando uma cobertura de superficie elevada seguindo-se por uma

etapa lenta de rearranjo molecular conforme proposto a seguir (Damos et al., 2005):
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ka
Au + Ads k: Au — Ads 12 etapa

d

Au—Ads *t Au—Ads* 2 etapa

onde Au representa o sitio de adsor¢do, Ads é o tiol, Au-Ads representa a monocamada
desorganizada, Au-Ads* representa a SAM no seu estado final organizado, e K,, Ky e K;
referem-se, respectivamente, as constantes de associacdo, dissociacdo e de rearranjo

molecular. A partir do modelo proposto a seguinte equacéo de ajuste foi desenvolvida:

O =A; (1 — exp. (—Kopsa t)) + A, (1 — exp. (—Kops,2 t)) ©))

Onde @ refere-se a cobertura de superficie relativa e A; e A, sdo respectivamente:

_Ka-C(Kt_KObS,l)

A = (10)
1 (Kobs,l_ Kobs,z)Kobs,l
-K,.C(Kt - K
AZ — a ( t ObS,Z) (ll)
(Kobs,l_Kobs,z)Kobs,z
Bem como, K,ps 1 € K,ps» S&0 dadas por:
2
K,C+K +K, K, C+K +K,
Kopsp =———+ \/(— > - K, K.C (12)
2
K,C+K,+K, K,C+K,+K,
Kops,2 =~ - J (225) — K, K,.C (13)

Sendo, kobs,; e kobs,, , respectivamente, as constantes cinéticas referentes a etapa de adsorcao
rapida e a etapa lenta de rearranjo molecular do tiol sobre a superficie de ouro, e C a
concentracéo do tiol em mol.L™ utilizada.

A TABELA 8 mostra os seguintes valores de A;, Az, kobs,; e kobs,, obtidos a partir do
ajuste ndo linear da equacdo representante do modelo aos dados de Redugdo Dessortiva
mostrados na FIGURA 17.
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TABELA S8

Valores obtidos a partir do ajuste ndo linear da equacg&o representante do modelo aos dados de Redugdo
Dessortiva mostrados na FIGURA 17.

A A, Kobs,; (s7) Kobs,, (s7)

0,4164 0,5773 0,1058 223,71

Somando as equacdes 12 e 13 obtem-se:

Kobs,l + Kobs,z = Ka' C+ Kd + Kt (14)

Admitindo que K; e K; sdo >> que K4 tendo em vista que o processo de adsorcao de tiois é

admitido como irreversivel (Freire et al., 2003) a equacdo 14 pode ser reescrita como:
Kops1 + Kops2 = K,-C+ K, (15)
Realizando o produto de kobs,; e kobs,, obtem-se:
Kobs,l- Kobs,z = Ka' Kt- C (16)

Dessa forma, através das relacdes obtidas nas equacdes 15 e 16 foram calculados os valores
de Ka: 2,2372x10° L mol™ s e K 0,1058 s, os quais estdo em concordancia com a literatura
(Kyprianou et al., 2010). O alto valor encontrado para a constante de associagdo e o baixo
valor obtido para a constante de rearranjo molecular, comprovam que o processo realmente
envolve uma etapa rapida de adsorcdo do tiol na superficie metalica seguida por uma etapa
lenta referente ao rearranjo molecular do 11-MUA.

De acordo com o discutido, 24 horas mostrou ser um tempo suficiente para adsorcéo e
rearranjo de 1,0 mmol.L™* do 11-MUA em superficie de ouro. A partir de ent&o, o processo de
formacdo da SAM foi padronizado: imersdo do substrato em solucdo etandlica contendo 1,0

mmol.L™ de 11-MUA por um periodo de 24 horas.
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5.2 Construgéo do Imunosensor

O imunosensor foi construido através da imobilizacdo de antigenos soltveis de L. infantum
sobre Monocamadas Auto-Organizadas do acido 11- MUA em superficie de ouro, conforme

discutido a seguir.

5.2.1 Formacéo da SAM do 11-MUA em disco de ouro e sua ativacao

Ap0s otimizacdo da concentracdo do 11-MUA e do tempo de adsorcéo, a formagdo da
SAM foi realizada sobre o disco de ouro. Entdo, o disco previamente limpo foi imerso em 5,0
mL de uma solucdo etanélica contendo 1,0 mmol.L™* de 11-MUA durante 24 horas a
temperatura ambiente. Posteriormente, a superficie foi lavada diversas vezes com alcool
etilico e 4gua, objetivando a remocéo de espécies fracamente adsorvidas ou mesmo 0 excesso
de espécies na superficie do filme de ouro. Posteriormente, 0s grupos funcionais terminais da
SAM foram ativados pela adicdo de 500 pL de uma solucio aquosa contendo 100 mmol.L™
do agente de acoplamento EDC e 150 mmol.L™ do auxiliar NHS. Um tempo de ativacio
entre 10 a 15 minutos foi suficiente para promover formacdo de um éster reativo.
Posteriormente, a superficie foi levemente lavada com agua para retirar excesso de moléculas
de EDC e NHS. O objetivo da ativacdo da SAM é a transformacdo dos grupos carboxilicos
terminais pouco reativos em grupamentos NHS-ésteres altamente reativos, sendo os ésteres
formados suscetiveis aos ataques nucleofilicos de grupamentos aminos livres presentes nas
proteinas. As concentracdes dos agentes de acoplamento bem como seus tempos de reacdo
foram utilizados de acordo com procedimentos ja bem descritos na literatura (Jonhsson et al.,
1991).

5.2.2 Adicao de antigenos soltveis de Leishmania infantum sobre o disco sensor

Com propésito de investigar a capacidade da SAM do 11-MUA referente a
imobilizacdo do antigeno L. infantum foi empregada a técnica de Ressonancia de Pla&smons de
Superficie (FIGURA 18(a)), sendo a constru¢cdo do imunosensor acompanhada atraves da
mudanga do angulo de SPR em fung¢édo do tempo de interacdo. Anteriormente a adicdo dos
antigenos foram injetados sobre a SAM previamente ativada 300 pL de tampdo HBS-EP pH
7,4 para promover uma linha base. Posteriormente, 100 pL de uma solugdo contendo 50

pg.mL™ de antigenos brutos soldveis de L. infantum dissolvidos em HBS-EP pH 7,4 foram
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adicionados. Como observado através da FIGURA 18(a), a adi¢do de antigenos sollveis de L.
infantum envolveu duas etapas: uma etapa de associagdo devido a ligacdo dos antigenos na
superficie e uma etapa de dissociacao devido a retirada de espécies da superficie. Na primeira
etapa, observa-se a eficiéncia do processo de imobilizacao de L. infantum através da SAM do
11-MUA ativada com EDC/NHS. A imobilizagdo covalente do antigeno sobre a SAM
aumentou o indice de refracdo do meio e como resultado dessa interacdo um deslocamento
caracteristico do angulo de SPR € verificado. Um tempo de imobilizacdo entre 20 a 30
minutos mostrou ser suficiente para imobilizacdo estdvel do antigeno. J& a etapa de
dissociacdo ocorreu devido a lavagem da superficie com tampdo HBS-EP pH 7,4 retirando
espécies fracamente ligadas na superficie, o que diminuiu o indice de refracdo do meio que foi
acompanhado pela diminuicdo do angulo de SPR. Conforme pode ser observado pela
FIGURA 18(a), a técnica de SPR mostrou ser extremamente sensivel ao processo de adsor¢ao
bem como ao processo de dessor¢do do antigeno L. infantum.

Na FIGURA 18(b), por sua vez, sdo apresentados sensogramas envolvendo apenas as
etapas de associacdo para diferentes concentracGes de antigeno L. infantum (10, 18, 30, 40 e
50 ug.mL™) e, pode ser observado que o aumento na concentracdo do antigeno é
acompanhado pelo aumento do angulo de ressonancia de plasmons de superficie como
resultado do aumento do indice de refracdo local na superficie do disco sensor devido a
presenca de maior numero de moléculas na superficie. Tal resultado é indicativo da grande
eficiéncia da SAM confeccionada em imobilizar o antigeno L. infantum uma vez que néo
foram observadas Abspr para adicdo do antigeno na auséncia da SAM. A TABELA 9 mostra
os valores do deslocamento do angulo de SPR para cada uma das concentracdes adicionadas

apos tempo de interacdo de aproximadamente 30 minutos.

TABELA9

Valores de ABspr Obtidos devido a adi¢io de diferentes concentracGes de antigenos brutos soliveis de L.
infantum sobre SAM do 11-MUA ap6s 30 minutos de imobiliza¢io

[L. infantum] (ug.mL™) ABspr (Mgraus)
10 20
18 41
30 72
40 96

50 180
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Diante do apresentado, fica evidente a potencialidade da técnica de SPR para
construcdo do imunosensor, observando que a etapa de imobilizacdo dos antigenos sollveis

de L. infantum sobre o disco sensor ¢ estavel e altamente sensivel.
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FIGURA 18. (a) Sensograma referente a associacdo e dissociagdo do antigeno L. infantum sobre SAM do 11-
MUA previamente ativada em EDC/NHS ([L. infantum] = 50 pgmL™); (b) Sensogramas referentes & associacao

do antigeno L. infantum a partir de solucdes de diferentes concentracdes: 10, 18, 30, 40 e 50 pg.mL™.
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5.3 Caracterizagdo do Imunosensor

A caracterizacdo do imunosensor foi realizada através das técnicas de Voltametria

Ciclica e Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica.

5.3.1 Caracterizac¢do do Imunosensor através da Voltametria Ciclica

Os VCs mostrados na FIGURA 19, foram obtidos em 1,0 mmol.L™ de Fe(CN)s> em
0,1 mol.L™ de KCI, v de 20 mV.s™. As curvas 1 e 2 da FIGURA 19 referem, respectivamente,
ao comportamento da sonda redox em eletrodo limpo, e em SAM formada pela adsor¢éo de
1,0 mmol.L™ de 11-MUA ap6s 24 horas de adsorcdo. Os resultados mostrados pelas curvas 1

e 2 ja foram discutidos na sec¢do 5.1.1.
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FIGURA 19. VCs mostrando o comportamento de 1,0 mmol.L™ de Fe(CN)s> em eletrodo de ouro limpo (curva
1), em SAM do 11-MUA (curva 2) e em imunosensor (curva 3). As medidas foram realizadas em 0,1 mol.L™ de
KCl,vde20 mV.s" e AEde 0a 0,5 V vs. Ag/AgCl.

J& a curva 3 da FIGURA 19 referem-se ao comportamento da sonda sobre antigenos
solGveis de L. infantum imobilizados sobre a SAM do 11-MUA previamente ativada na
superficie do eletrodo de ouro. Observa-se que o comportamento redox do hexacianoferrato
ndo é totalmente suprimido na superficie do imunosensor, apresentando I, e I. em 0,30 e 0,16
V, respectivamente. A explicacdo para tal fato é que a imobilizagdo do antigeno sobre a SAM
pode ter alterado o grau de rearranjo molecular dos tidis, gerando maior nimero de defeitos

da SAM que possibilitou menor resisténcia a transferéncia eletrénica na superficie. Dessa
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forma, a caracterizagdo eletroquimica através da voltametria ciclica apresentou forte indicio
de que a imobilizacdo de antigenos brutos sollveis de L. infantum sobre a SAM do 11-MUA

ocorreu com sucesso.

5.3.2 Caracterizacdo do imunosensor atraves da Espectroscopia de Impedancia
Eletroquimica (EIS)

A EIS permite obtencdo de informacgdes dos diferentes processos eletroquimicos e
suas constantes de tempo sendo possivel associar estes processos a componentes elétricos
como resistores, capacitores ou indutores tal que o entendimento do sistema como um todo
seja possibilitado. A EIS consiste na aplicacdo de uma perturbacdo senoidal de tensdo de
pequena amplitude e uma frequéncia que seja possivel investigar o sistema em estado
estacionario ja que tais condicdes de perturbacdo do sistema sdo minimas. De forma geral, a
impedancia de um sistema € representado por um vetor composto por uma parte real [Z(®)]
e por uma parte imaginaria [Zim(®)], onde i=(-1)"2. Desta forma a impedancia complexa é

representada por:

Ziw) = Zre(w) T Zim(w) (17)
ou

Z(m) ES Z’(co) + iZ"(m) (18)

A representacao de dados de EIS pode ser feita de varias formas, sendo o Diagrama de
Nyquist (graficos de Z’ vs. Z’’) muito utilizado, sendo uma poderosa ferramenta para
mensurar a resisténcia a transferéncia eletronica (Re) em reacdes eletroquimicas (Yang et. al.,
2004).

Assim, a outra técnica eletroquimica utilizada em nossos estudos para caracterizacdo
do imunosensor foi a EIS. A FIGURA 20 representa o diagrama de Nyquist obtido dos
espectros de impedéancia realizados em eletrodo de ouro limpo (EIl. Au limpo), em eletrodo de
ouro contendo a SAM do 11-MUA (El. Au-SAM) e em eletrodo de ouro contendo antigenos
soluveis de L. infantum (El. Au-SAM-Ag) imobilizados sobre a SAM. Todas as medidas
foram feitas em solugdo aquosa contendo como sonda redox Fe(CN)s>"* 1,0 mmol. L™ em
KCI 0,1 mol.L™. De forma geral, nestes espectros estdo incluidos um semicirculo e uma

regido linear. O semicirculo corresponde ao processo de transferéncia eletrénica do
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Fe(CN)6]>™, ja a regido linear refere ao processo difusional. O diametro do semicirculo, de
forma geral, representa a magnitude da resisténcia a transferéncia eletronica na superficie do
eletrodo. Portanto, fica evidente através da FIGURA 20 gue a intensidade do processo de Ret
aumenta na seguinte ordem: El. Au limpo (Re: 2,90 Kohm), El. Au-SAM-Ag (Re: 43,2
Kohm) e El. Au-SAM (R¢: 1600 Kohm). Tal fato confirma a hipotese ja relatada através dos
VCs realizados e discutidos na secdo 5.3.1: a SAM do 11-MUA inibe o processo de
transferéncia eletronica do hexacianoferrato de potassio, apresentando um altissimo valor de
Re. Ja a imobilizacdo dos antigenos sollveis de L. infantum sobre a SAM aumenta 0 nimero
de defeitos da SAM, diminuindo a R comparada com a superficie modificada apenas com a
SAM para a reagdo redox da sonda sobre a superficie.

Os dados obtidos pelas medidas de EIS neste trabalho podem ser simulados pelo
circuito equivalente de Randles, como mostrado na FIGURA 21, em que Rs € a resisténcia
ohmica referente a solucéo eletrolitica, R é a resisténcia a transferéncia de eletronica, W ¢ a
impedancia de Waburg relacionada com a difusdo da sonda do seio da solucdo para a
superficie do eletrodo, e EFC é o elemento de fase constante que estd relacionado com a

capacitancia da dupla camada elétrica.
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FIGURA 20. Diagrama de Nyquist (grafico Z’ vs. Z”) para as medidas de EIS realizadas em eletrodo de ouro
limpo (El Au limpo), eletrodo modificado com SAM (El Au-SAM) e apds imobilizacdo dos antigenos sobre a
SAM (El Au-SAM-Ag). A sonda redox utilizada foi Fe(CN)6*"* 1,0 mmol.L™ em KCI 0,1 mol.L™. A amplitude
foi 10 mV, e a faixa de frequéncia de 0,1 a 10° Hz. Cada medida foi obtida em OCP e em potencial aplicado,

obtendo resultados equivalentes para ambos.
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FIGURA 21. Circuito equivalente utilizado para as medidas de EIS.

Assim, os resultados encontrados nos estudos de EIS mostraram a eficiéncia desta
técnica para caracterizacdo de superficie modificada através da avaliacdo simples de um
processo que envolve a transferéncia eletronica de uma espécie eletroativa sobre a superficie.
Sendo, portanto, uma ferramenta utilizada com sucesso para caracterizagdo da imobilizacdo
covalente dos antigenos solUveis de L. infantum sobre a SAM do 11-MUA previamente ativa

em superficie de ouro.

5.4 Estudo complementar da modificacdo da superficie de ouro

5.4.1 Determinacdo da Espessura e Constante Dielétrica da SAM do 11-MUA

A metodologia utilizada para encontrar de modo inequivoco a espessura do filme e sua
constante dielétrica desenvolvida por Bruijn e outros (1990) foi considerada neste trabalho.
Nesse sentido, as seguintes consideracGes podem ser feitas sobre a equacdo de Fresnel
(Damos et al., 2007) para simplificar a relacédo entre a refletancia e o angulo de incidéncia: (a)
somente filmes finos devem ser considerados bem como (b) devem ser transparentes, tais
como sua parte imagindria da constante dielétrica se tornar insignificante (ndo ocorre
absorcdo de luz na regido do visivel). Filmes finos ndo absorvem luz em comprimentos de
ondas de 670 nm, portanto, as consideracdes sdo validas para analise da espessura e constante
dielétrica da SAM do 11-MUA adsorvido na superficie do substrato e serdo adotadas neste
trabalho. Como resultado destas consideracgdes, as equacgdes de Fresnel (Damos et al., 2007)
foram reescritas, considerando a mudanca do vetor onda da seguinte forma (Bruijn et al.,
1991):

2 3/2 _
Akmin _ d3 (6.28) (€,€4) (e3— €4) 19)

A €3(er—€4)?
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onde Akmin representa o deslocamento do vetor onda, €4 a constante dielétrica do meio, €3 a
constante dielétrica da camada organica, e, a parte real da constante dielétrica da camada de
ouro, A representa o comprimento de onda utilizado (670 nm) e d; a espessura da camada
organica.

Da equagdo (19) a mudanca do vetor onda (Akmin) depende de cinco variaveis, €3, €a,
A, d3, €. O valor do indice de refracdo do meio pode ser determinado como indicado na parte
experimental do trabalho (Damos et al., 2005) e o laser diodo emite A de 670 nm. O valor da
parte real da constante dielétrica da camada de ouro (e, = -11) é determinado como
previamente reportado (Damos et al., 2005) com um erro menor do que 5%. Nesse sentido,
pelo menos, duas equacdes sdo necessarias para tomar as propriedades Opticas da camada
organica uma vez que duas variaveis ainda permanecem desconhecidas (€3 e d3) na equacgédo
(19). Trés alternativas tém sido amplamente utilizadas para resolver esta questdo: (1) uma
abordagem utilizando luz branca (mdultiplos comprimentos de onda), (2) duas superficies
metalicas diferentes e uma abordagem usando (3) tipos diferentes de solventes. A primeira
exige o conhecimento do valor das constantes dpticas dos filmes de diferentes comprimentos
de ondas utilizados. Por outro lado, a troca do metal implica numa mudanca de estratégias
utilizadas nos estudos, que deverdo resultar em alteracbes das afinidades entre a camada
investigada e o substrato, como relatado por Bruijn e colaboradores (1991) a interacdo entre
um filme de tiol é diferente para o ouro, quando comparado com o mesmo estudo em prata.
Com base nestes aspectos, as desvantagens do uso de diferentes valores de €, ou A tem criado
um interesse crescente para a abordagem com diferentes solventes. Por este método de
comprimento de onda fixo, dois solventes diferentes com diferentes constantes dielétricas, €4
(1) e €4 (2) sdo usados para conduzir duas medidas diferentes. Supondo-se que a estrutura do
filme ndo muda, entdo sugere-se que os dois valores medidos Akmin (1) € Akmin (2) podem ser
usados para determinar um conjunto Unico de constante dielétrica e espessura de filme, que
pode ser verificado através da geracdo de duas expressdes usando a equacdo (19). Ao tomar a
relacdo entre essas equacdes geradas pode-se verificar que é possivel determinar de forma

inequivoca o valor da constante dielétrica da camada organica como segue:

_ ARinin (1) €4(2)—alkpmin(2) €4(1)
3 Ak in (1) = Ak in (2)

(20a)
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g (e4<1))3/ 2 (er—e4(1))2] o0

€4(2) (er—€4(2))?

Assim, a espessura e a constante dielétrica podem ser determinadas através da
introducdo do valor da constante dielétrica na Equacdo (19). Na pratica, Damos e
colaboradores (2005) determinaram a constante dielétrica e a espessura do filme plotando trés
curvas que descrevem todos os possiveis pares de espessura e constante dielétrica para
variacdo da refletancia minima medida. Apds a constante dielétrica e espessura da camada de
ouro serem controladas, a resposta Optica deste sistema para a formacao do filme de tiol sobre
a superficie sélida foi determinada.

De acordo com o apresentado acima, neste trabalho a metodologia adotada para
calcular a espessura e a constante dielétrica da SAM do 11-MUA foi utilizando dois meios
com diferencas significativas em seus indices de refracdo. O etanol foi usado como solvente
de escolha (meio 1, €4(1): 1,85) por ser o meio de dissolugédo do 11-MUA. E uma solugéo
binéria etanol/agua (3:1) foi escolhida como segundo meio (meio 2, €4(2): 1,83). Os valores
de €4(1) e e4(2) foram obtidos através de um refratdbmetro de Abbe (Modelo 2WAJ).

Quatro espectros de SPR foram suficientes para determinacdo de €3e ds. Inicialmente,
a solucdo binaria foi injetada sobre o disco sensor e iniciou-se a medida. Apds obtencdo de
uma linha base estavel retirou-se o primeiro espectro (espectro 1) de SPR (curva de
Refletancia vs. 6spr). Posteriormente a solucgdo binaria foi substituida por etanol e o espectro 2
foi obtido. Em seguida a solugdo etanélica contendo 11-MUA 1,0 mmol.L™ foi adicionada
por aproximadamente 2,0 horas até ndo observar variacdo significativa do Ospr. Ap0OS esta
etapa de adsorcéo a superficie foi lavada com etanol e o espectro 3 foi obtido. Posteriormente,
o etanol foi substituido pela solucdo binaria e 0 quarto e ultimo espectro (espectro 4) foi
obtido. Através dos espectros 1 e 4 foi possivel calcular a ABspr(1) de 79,3m° referente a
solucdo binaria antes e ap6s formacdo da SAM. A FIGURA 22(a) mostra as curvas de
Refletancia vs. 0spr(1) obtidas dos espectros 1 e 4. E atraves dos espectros 2 e 3 foi calculado
a ABspr(2) de 75,6m° para o etanol antes e ap6s adsorcdo do 11-MUA. A FIGURA 2(b)
mostra as curvas de Refletancia vs. Ospr(2) obtidas dos espectros 2 e 3.

Através da equacdo 1, AKmin(1) e Akmin(2) foram calculados, encontrando AKmin(1):
1970 m™ e Akmin(2): 1870 m™. Em seguida, através da equagdo 20(b) o valor de o foi obtido
(a: 0,99) e inserido na equacao 20(a) para calcular a constante dielétrica da SAM do 11-MUA

sobre a superficie de ouro, encontrando um valor de €3 igual a 2,17. Inserindo o valor
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encontrado de 3 na equacdo 19 foi possivel calcular a espessura da SAM do 11-MUA,
obtendo ds igual a 13,3 A. Os valores de €3 e ds encontrados sdo coerentes e estio em
concordancia com a literatura (Damos et al., 2005).

Dessa forma, através da técnica de SPR estudos complementares sobre a formagéo da
SAM do 11-MUA na superficie do substrato de ouro foram realizados com éxito. Tais estudos
sdo extremamente valiosos por possibilitar maior numero informacdo referentes a
modificacdo da superficie, sendo esta uma etapa crucial para construcdo do imunosensor

proposto no trabalho.
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FIGURA 22. Curvas de Refletancia. (a) Espectros referentes a solucdo binaria (meio 1) antes e apds adsor¢éo do
11-MUA em superficie de ouro. (b) Espectros referentes ao etanol (meio 2) antes e apds adsorcdo do 11-MUA
em superficie de ouro. A ABspr(1) e ABspr(2) sdo usados para calcular 0 Akpin(1) e Aknin(2), respectivamente.

5.5 Deteccdo da imunorreacdo entre antigenos brutos sollUveis de L. Infantum e

anticorpos anti-L .infantum através da técnica de SPR

A FIGURA 23 mostra 0 sensograma obtido para todas as etapas envolvidas na
deteccdo de anticorpos anti - L. infantum através da técnica de SPR. A analise foi iniciada
através da adicdo do tampdo HBS-EP pH 7,4 sobre a SAM do 11-MUA previamente ativada
até obtencdo da linha base.

O ponto 1 na FIGURA 23 refere-se a inje¢do de 100 pL de antigenos sollveis de L.
infantum (50 pug.mL™) sobre a SAM ativada, observando aumento apreciavel do indice de

refracdo na superficie do sensor devido a imobilizacdo do antigeno sobre a SAM. Uma
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interacdo de aproximadamente 30 minutos, como estudado anteriormente, foi satisfatoria para
imobilizacéo covalente do antigeno sobre o disco sensor.

A etapa de associacdo do antigeno foi seguida pela etapa de dissociacdo (ponto 2,
FIGURA 23) devido a lavagem da superficie com tampdo HBS-EP pH 7,4, ocorrendo
diminuicdo do indice de refracdo do meio através da retirada de algumas moléculas da
superficie, observando como resposta diminui¢do do angulo de SPR.

Em seguida, sobre os antigenos imobilizados foi injetada uma solugcdo aquosa de
etanolamina para promover o bloqueio dos sitios inespecificos (ponto 3, FIGURA 23). Nesta
etapa, diferentes concentragbes de EA foram testadas (0,01, 0,05, 0,100 e 1,00 mol.L™).
Concentraces de EA menores que 0,1 mol.L™ ndo mostraram resposta significativa, sendo
insuficientes para promover interagcdo com a superficie. J& concentracdo de EA de 1,0 mol.L™
supersaturou a concentracdo limite de moléculas medida pelo equipamento de SPR utilizado,
ndo sendo possivel realizar a leitura para essa concentracdo. Entdo, uma concentracdo de EA
de 0,1 mol.L™ mostrou ser suficiente para bloquear os sitios inespecificos, deixando mais
expostos os sitios especificos para interacdo com os anticorpos. Assim, foram injetados uma
solugo aquosa contendo 100 pL de EA 0,1 mol.L™ sobre a superficie (ponto 3, FIGURA 23).
Observa-se a partir do ponto 3 que instantaneamente o indice de refracdo diminui, tal fato
ocorreu porque o indice de refracdo da solucdo aquosa de EA é menor do que o da solucdo
tamp&o HBS-EP pH 7,4. O tempo de interagdo necessario para injecdo de EA 0,1 mol.L™ foi
de no maximo 5 minutos (ponto 3, FIGURA 23), pois, tempos maiores ndo foram
acompanhados com maiores variacdes do angulo de SPR, mostrando que apds 5 minutos ndo
ha mais interagdes de EA com a superficie do sensor.

Posteriormente, foi injetado sobre a superficie a solucdo tampdo HBS-EP pH 7,4 para
remover moléculas de EA em excesso (ponto 4, FIGURA 23). Observa-se neste ponto que
instantaneamente a solucdo HBS-EP pH 7,4 eleva o indice de refracdo do meio retornando
praticamente a posicdo apos etapa de dissociacdo na imobilizacdo dos antigenos. O tampéo
continuou a ser injetado até obtencdo de uma linha base estavel.

Em seguida, uma amostra de 200 pL de soro canino positivo diluido por um fator de
50 vezes, foi injetada sobre o sensor (posicao 5, FIGURA 23) evidenciando a variagdo brusca
do angulo de SPR devido ao aumento do indice de refracdo do meio ocasionado
principalmente através da interacdo dos antigenos L. infantum com os anticorpos anti - L.
infantum, ficando evidente a excelente sensibilidade da técnica para detecgdo da interacdo Ag
- Ab.
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Subsequentemente & adi¢cdo do soro positivo contendo anticorpos especificos da LVC,
a superficie foi lavada com solucdo tampdo HBS-EP pH 7,4 (ponto 6, FIGURA 23) para
retirar espécies fracamente ligadas a superficie, observando-se como esperado, diminuicdo do

angulo de SPR devido a diminuicdo do indice de refracao local.
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FIGURA 23. Sensograma mostrando imobilizacdo e imunorreacdo de antigenos sollveis de L. infantum sobre
SAM do 11-MUA em superficie de ouro. Posicéo 1, injecdo de 50 pug.mL™ de antigenos solGveis de L. infantum
sobre SAM previamente ativada; Posi¢des 2, 4 e 6 lavagem com tampdo HBS-EP pH 7,4; Posicdo 3, injecdo de

100 mmol.L™ de EA; Posicdo 5, injecdo de soro canino positivo diluido 50 vezes em tamp&o HBS-EP pH 7.4.

Posteriormente, foram injetados sobre o imunosensor soros caninos positivos e
negativos em diferentes diluicdes. A FIGURA 24 mostra os sensogramas obtidos para a etapa
de associacdo devido a adicdo de soros caninos positivos em diferentes diluicdes. As curvas 1,
2,3,4,5,6e7 (FIGURA 24) referem-se, respectivamente, aos soros positivos nas seguintes
dilui¢des: 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600 e 1:6400. Um tempo de interacdo de 10
minutos foi necessario para verificar resposta caracteristica para a interacdo Ag - Ab.
Analisando a FIGURA 24, observa-se uma ampla faixa de detec¢do de anticorpos anti - L.
infantum, podendo ser detectados anticorpos em soros caninos positivos diluidos até 6400
vezes. Na TABELA 10 estdo os valores observados da variacdo do angulo de SPR apo6s 10

minutos de adi¢do de soros caninos positivos em diferentes dilui¢es sobre o imunosensor.
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FIGURA 24. Sensogramas envolvendo etapa de associacdo entre antigenos sollveis de L. infantum e anti - L.

infantum durante 10 minutos de interacdo. Foram injetados sobre o imunosensor 200 puL de soros caninos
positivos em diferentes dilui¢cdes: 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600 e1:6400, curvas 1, 2, 3,4, 5,6 e 7,

respectivamente.

TABELA 10

Valores de ABgpr Obtidos apds adicdo de soros caninos positivos em diferentes diluicGes sobre o imunosensor

ap6s 10 minutos de interagdo

Fator de diluicdo dos soros AOspr (Mgraus)

1/50 574,3
1/100 396,6
1/200 313,3
1/400 174,5
1/800 105,1
1/1600 88,4
1/6400 38,4

Uma vez que a adicdo de soros caninos negativos ndo foi acompanhada por respostas

tdo caracteristicas como as dos soros positivos, pode-se dizer que 0 imunosensor proposto

apresentou excelente sensibilidade e boa seletividade para deteccdo em tempo real de

anticorpos anti- L. infantum.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho foi construido com sucesso 0 primeiro imunosensor baseado na
Ressonancia de Plasmons de Superficie para detec¢do de anticorpos anti-L. infantum através
da imobilizag&o covalente de antigenos sollveis de Leishmania infantum sobre Monocamadas
Auto-Organizadas em superficie de ouro.

A formacdo da SAM do 4cido 11-mercaptoundecanoico sobre a superficie de ouro foi
caracterizada com éxito através das técnicas eletroquimicas de Voltametria Ciclica e Redugéo
Dessortiva por Voltametria de Pulso Diferencial. A caracterizagdo através da RD foi
imprescindivel, pois, através deste método foi possivel calcular a cobertura de superficie dos
tidis adsorvidos, evidenciando que a formacdo da SAM do 11-MUA envolveu duas etapas:
uma etapa de adsorcdo rapida dos tidis e uma etapa lenta devido ao rearranjo molecular dos
mesmos. O alto valor encontrado para a constante de associagdo, Ka, revelou que a formacao
da SAM em superficie de ouro mostrou ser um procedimento estavel. Alem disso, foram
calculados através da espectroscopia de SPR a constante dielétrica e a espessura da SAM do
11-MUA sobre substrato de ouro, estudo que complementou ainda mais as informacoes sobre
a superficie modificada.

A ativacdo dos grupos carboxilicos terminais da SAM através da adi¢cdo de uma
mistura contendo EDC/NHS foi indispensavel para imobilizacdo dos antigenos soltveis de L.
infantum. Através da técnica de SPR, verificou-se que a imobilizacdo covalente dos antigenos
sobre a monocamada foi obtida com sucesso, observando variagéo significativa do angulo de
SPR durante a ligagdo dos antigenos.

A caracterizacdo do imunosensor através da Voltametria Ciclica e Espectroscopia de
Impedéancia Eletrogquimica mostrou que a liga¢do dos antigenos brutos solGveis de L. infantum
sobre a SAM do 11-MUA diminui a resisténcia a transferéncia eletrénica quando comparado
com o comportamento da sonda empregada sobre a SAM. Evidenciando que a imobilizagéo
dos antigenos alterou a conformacdo da monocamada.

ApOs sucesso na construgdo e caracterizagdo do imunosensor, a etapa envolvendo
adicdo de soros caninos positivos e negativos para Leishmaniose Visceral sobre o sensor foi
obtida de modo satisfatorio. O imunosensor apresentou alta sensibilidade para detec¢do de
anticorpos anti-L. infantum devido uma variacdo brusca no angulo de ressonancia de
plasmons de superficie observado apds injecdo de soros caninos positivos em diferentes

diluicbes. Uma vez que a adicdo de soros caninos negativos ndo foi acompanhada por
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variagoes significativas no angulo de SPR em comparagdo a dos soros positivos pode-se
concluir que o imunosensor também apresentou boa seletividade.

Como conclusdao geral do trabalho, pode-se dizer que o primeiro imunosensor
construido através da técnica de Ressonancia de Plasmons de Superficie para deteccdo de
anticorpos anti - L. infantum mostrou ser uma potente ferramenta. Diferentemente dos
métodos convencionalmente empregados em diagnodsticos da LVC o sensor proposto ndo
utiliza marcadores quimicos e/ou biologicos para deteccao, além de permitir analise em tempo
real, sendo, portanto, um dispositivo que apresenta grande perspectiva como um novo método
de deteccdo da LV em areas endémicas, podendo garantir um diagndstico mais rapido e mais

SEguro nessas areas.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Avaliacdo de inumeras amostras de soros caninos positivos para Leishmaniose

Visceral em diferentes reatividades;

Otimizacdo da regeneragdo do imunosensor, verificando quantas analises podem ser

realizadas em um mesmo sensor;

Comparacdo de resposta (sensibilidade e seletividade) do sensor desenvolvido com a
dos métodos convencionais de detec¢do da LVC (ELISA e RIFI) para diferentes tipos
de soros caninos positivos para LV.
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