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Resumo

A construcdo de imunossensor para deteccdo de proteinas fundamentado em impedancia e nanoparticulas
metalicas ancoradas sobre eletrodo impresso de ouro depende da imobilizagdo de proteinas recombinantes
com ouro coloidal. A interacdo de proteinas e ouro deveria ser espontinea e facilitada pela presenca de
grupos sulfidricos na sua composi¢do. Nesse trabalho discute-se, preliminarmente o que esta sendo feito para
verificar a interacdo entre proteinas recombinantes, para diagnostico de tuberculose e anaplasmose, em
presenca de SDS e nanoparticulas de ouro.
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Introducao Materiais e métodos

A construcdo de imunossensor para deteccdo de  A) Concentracdo de proteina para a estabilizagdo da
proteinas  fundamentado em impedancia e suspensao coloidal de ouro: observacdo visual
nanoparticulas metalicas ancoradas sobre eletrodo Os ensaios desenvolvidos para a avaliagdo

impresso de ouro depende indispensavelmente da  da conjugagdo das nanoparticulas de ouro (NPAu)
imobiliza¢do de proteinas recombinantes com ouro  com proteinas foram feitos utilizando 1mL de uma
coloidal. A literatura afirma que a interacdo de  suspensdo coloidal de ouro (17-20nm) na
proteinas e ouro ¢ espontidnea e facilitada pela  concentracdo de 1,66nmol/L e pH 6. Usando frascos
presenca de radicais sulfidricos na sua composi¢do  eppendorf, adicionaram-se diferentes quantidades (0
(TANG et al., 2006). Porém, isso ndo ¢ observado  a 100ug) da proteina albumina bovina (BSA, do
para todas as proteinas recombinantes, antigenos  inglés, bovine serum albumin) e durante 15min
produzidos artificialmente a partir de genes foram deixados em respouso a temperatura
clonados para testes diagndsticos baseados no  ambiente, sendo homogeneizados a cada 2min
método ELISA indireto, que temos disponiveis para  utilizando um agitador vortex (Lab Dancer, IKA).
o diagnodstico laboratorial de algumas doengas em  Posteriormente, foi feita a adigdo de 100uLl. de uma
bovinos, como a tuberculose e anaplasmose. Além  solugdo de NaCl 10% (m/v). Foi avaliada também, a
disso, o protocolo de sintese das proteinas influéncia do pH (4 ou 8) da suspensdo nessa
recombinantes resulta em suspensoes insoluveis € ¢  conjugagao.

utilizado SDS (2%) para melhorar a solubilidade e, A BSA (66,5kDa e ponto isoelétrico 4,6) €
assim, tornar possivel o uso das proteinas no ensaio  uma proteina que estd sendo utilizada como
ELISA. Portanto, s3o necessarios estudos  referéncia para as proteinas recombinantes que serdo
especificos para as proteinas que temos disponiveis  posteriormente  estudadas.  Estas  proteinas
para o desenvolvimento de imunossensores. Estdo  recombinantes estdo disponiveis em uma solucdo
sendo aplicadas técnicas simples, desde observagdo  contendo, aproximadamente, 2% (m/v) de dodecil
visual a espectrometria de massas (JU e YEO, 2012)  sulfato de sddio (SDS). Desta forma, foi estudada a
e microbalanga de cristal de quartzo (BREWER et  influéncia do surfactante na conjugacao das NPAu
al. 2005), para a determinagdo do comportamento  com a proteina por meio de um ensaio em que a
das suspensdes de proteinas recombinantes e  BSA foi preparada em uma solugdo com 2% de SDS
interagdo com nanoparticulas de ouro, sintetizadas  antes de ser adicionada a suspensdo coloidal de
pela redugdo de cloreto aurico com citrato de sdodio. ouro.
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A primeira proteina recombinante avaliada
foi a MSP5 (Anaplasma marginale), cujo peso
molecular ¢ 23kDa e ponto isoelétrico 6,4. Nesse
caso, o volume da suspensdo coloidal foi de 200pL
¢ a quantidade de proteina adicionada variou de 0 a
8,251g e os ensaios foram realizados em frascos de
vidro devido a aderéncia do conjugado formado
entre a NPAu e a proteina ao polipropileno.

B) Eletroforese em gel de agarose

Uma avaliagdo preliminar da conjugacao
das NPAu com proteina em diferentes
concentracdes foi feita utilizando a eletroforese em
gel de agarose. Assim, ap6s a conjugacdo das NPAu
com proteina, as suspensdes foram pré-concentradas
através da centrifugagdo por 20min a 12000rpm e
da remocdo do sobrenadante. A concentracao do gel
de agarose foi de 1%, sendo aplicada uma tensdo de
120V por 1h e 20min. Cabe ressaltar que estes
ensaios foram feitos com a suspensdo coloidal em
pH 6 e 8 para a conjugacdo com a proteina BSA,
com e sem SDS.

C) Espectrometria de massas

Essa técnica foi utilizada com o objetivo de
determinar a quantidade de proteina conjugada na
superficie das NPAu (JU e YEO, 2012).
Inicialmente, foi feita a conjugacdo da proteina
BSA com as NPAu, conforme descrito no item A,
com excec¢do da quantidade de proteina adicionada
que variou de 0 a 150ug e volume de NPAu de
500uL. Posteriormente, as suspensdes contendo
NPAu e proteina foram lavadas com NH4HCO;
50mmol/l. e pré-concentradas através da
centrifuga¢do por 20min a 12000rpm e remogado do
sobrenadante. As proteinas conjugadas as NPAu
foram digeridas por tripsina, de acordo com as
seguintes etapas: 1) adicdo de ditiotreitol
(10mmol/L), ii) incubagdo por 2h a 72°C, iii) adigdo
de iodoacetamida (50mmol/L), iv) incubagéo por 1h
a 37°C, v) adicdo de tripsina (proporg¢do 20
proteina: 1 tripsina), vi) incubagdo por 12h a 37°C e
vii) adi¢do de acido formico (2,5%). Para a remogao
das NPAu, a suspensdo final foi centrifugada por
10min a 12000rpm. O sobrenadante foi separado,
diluido em uma solugado contendo 5% de acetonitrila
e 0,1% de acido formico e filtrado em membrana de
0.22pum.

O equipamento utilizado foi um
espectrometro de massas modelo Xevo G2QTof
(Waters) com ionizac¢do por electrospray, acoplado
a um cromatografo (Acquity UPLC Core System,
Waters). Inicialmente, foi feita uma otimizacao das
condicbes empregadas para a separagdo dos
peptideos por cromatografia. O espectrdmetro foi
operado no modo de ionizagao positivo (3,5kV).
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Resultados e discussao

A) Concentracdo de proteina para a estabilizacdo da
suspensdo coloidal de ouro: observacao visual

Apés o ensaio de conjugacdo das NPAu
com proteinas, foi possivel observar que com a
adicdo de 30pg da proteina BSA, a suspensdo
coloidal de ouro permaneceu estavel apds a adigdo
da solugdo de NaCl. Este comportamento foi
verificado para ambos os valores de pH avaliados (6
e 8). Com relacdo ao ensaio em que o pH da
suspensdo foi ajustado para 4, ocorreu a
desestabilizagdo da suspensdo com o ajuste do pH e,
desta forma, este pH ndo foi avaliado. A adigdo de
SDS na solugdo de BSA ndo alterou o aspecto da
suspensdo coloidal de ouro, quando foram
adicionados 30ug da proteina BSA.

Os resultados obtidos para a proteina
recombinante MSP5 demonstraram que 2,75ug de
proteina foram suficientes para estabilizar 200uL da
suspensao coloidal de ouro.

B) Eletroforese em gel de agarose

Através da eletroforese em gel de agarose
foi possivel observar pequenas diferencas entre as
mobilidades dos conjugados de NPAu e proteina
BSA. Conforme foi observado (figura nao
apresentada, pois a visualizagdo de cores ¢é
primordial na analise) nos ensaios em que ndo foi
feita a adi¢do de SDS, a mobilidade dos conjugados
diminuiu com o aumento da concentracio da
proteina, provavelmente, devido a maior quantidade
de proteinas aderidas a superficie das NPAu.
Comparando-se os resultados obtidos para a
suspensdo coloidal em pH 6.0 e 8.0, uma mobilidade
maior pode ser verificada em pH mais elevado. Um
aumento do pH, resulta em maior quantidade de
cargas negativas nas proteinas. Assim, devido a
superficie da NPAu estar carregada negativamente,
possivelmente, ocorre menor interagdo entre a
proteina e a NPAu. Como as proteinas
recombinantes que utilizamos estdo diluidas em
SDS, o mesmo procedimento sera repetido para se

estudar a influéncia desse surfactante na
imobiliza¢do  espontdnea das proteinas em
nanoparticulas de ouro sem modificacdo ou
modificadas.

C) Espectrometria de massas

Apds uma otimizagdo das condi¢des de
ionizagdo e eluicdo dos peptideos provenientes da
digestdo da BSA, uma analise preliminar foi feita
para avaliagdo dos peptideos que poderiam ser
utilizados para a quantificacdo da proteina
conjugada a superficie da NPAu. A amostra
analisada foi proveniente da conjugacdo de 500uL
da suspensdo coloidal de ouro com 50pug de BSA,
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apoOs o tratamento descrito anteriormente. Na Fig 1
pode ser observado o cromatograma obtido para
esta amostra, sendo as intensidades normalizadas
para 100% para os fragmentos m/z 722,3, 547,3 e
473,9, provavelmente, correspondentes  aos
peptideos cujas massas tedricas sdo 1443,619,
1639,560 ¢ 1419,670, respectivamente, de acordo
com Walcher e colaboradores (2003).

Cabe ressaltar que estes estudos estdo sendo
iniciados no momento e sdo apenas preliminares,
ndo podendo ser feita qualquer conclusdo. Além
disso, durante estes ensaios, o equipamento ndo foi
utilizado com correcao simultdnea da m/z.

Conclusoes

A utilizacdo de nanoparticulas de ouro na
construcdo de imunossensores ¢ indispensavel para
o aumento da sensibilidade, para que os resultados
sejam comparaveis aos dos testes aplicando ELISA
indireto. Nossas observagdes até o momento deixam
clara a necessidade de estudos mais aprofundados
sobre técnicas de quantificacdo e andlise da
bioatividade das proteinas recombinantes, que
apresentam composi¢do quimica e estrutural que
podem ndo favorecer uma interagdo espontanea com
o ouro. Nesse caso a superficie das nanoparticulas
de ouro devem ser modificadas para favorecer a
ligagdo com proteinas recombinantes.

Tempo, min
Fig 1. Cromatograma obtido para os peptideos da
proteina BSA apds conjugagdo desta proteina com
NPAu e digestdo por tripsina. Eluigdo por gradiente.
Fase movel A: agua, 0,1% acido formico. Fase movel
B: acetonitrila, 0,1% acido formico.
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