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N\ Rede
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APLICACAO DA NANOTECNOLOGIA E IMPHEDAN CIA
ELETROQUIMICA PARA A CON STRUCAO DE
IMUNOSSENSOR

Marlene de Barros Coelho*', Flibio Ribeiro de Aratjo', Joseane Aparecida de Carvalho?, Valdir
Souza Ferreira’, Paulo S. de P. Herrmann Jnior®

'Embrapa Gado de Corte, 2Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Embrapa Instrumentagiio
Agropecudria, *mbcoelho@cnpgc.embrapa.br

Projeto Componente: PC2 Plano de Acdo: PA4

Resumo

A imunointera¢io de protefnas em solugdo (anticorpo) com suas proteinas complementares (antigeno)
imobilizadas em uma superficie nanoestruturada leva a variagGes no indice de refragdo, na espessura ou na
constante dielétrica da camada imobilizada. Tais propriedades podem ser exploradas no desenvolvimento de
imunossensores eletroquimicos. A espectroscopia de impedéncia eletroquimica (EIE) € uma técnica itil para
caracterizar a formagdo de filmes sobre transdutores metilicos e como método de detecgio de biomoléculas.
Desta forma, sdo apresentados resultados parciais da intera¢do entre proteina recombinante de M. bovis e
anticorpos contra TB por EIE, analisando o comportamento eletroquimico do par redox [Fe(CN)g] >,

Palavras-chave: Imunossensor nanoestruturado, detecgdo de biomoléculas, proteina recombinante,
tuberculose bovina.

Publicacdes relacionadas

Carvalho, J.A., Coelho, M.B. e Ferreira, V.S. Modificagio de eletrodo de ouro com silica gel e
nanoparticulas para o desenvolvimento de imunossensor nanoestruturado, Anais do XVIII Simpésio
Brasileiro de Eletroquimica e Eletroanalitica/ Luis Frederico Pinheiro Dick et al. (Org.) - Lajeado: Ed. da
Univates, p. 1219-1221, 2011.

Introducio (com um peso molecular maior que 1,5kDa),

A deteccio de proteinas o peptideos, denonrn'nado antl’geno,' e tem_ uma afmjdade
especificos, no plasma ou soro (em concentragdes  eSPecifica por este antigeno. A tmusointetigio de
ndo usuais) pode ser um diagndstico precoce de  Proteinas em solugdo  com  suas projeimas
certas doengas que acometem humanos ou animais. complemgntaﬂres imobilizadas cIa umg sypeicie
Entdo, um método que seja capaz de avaliar l€vaa variagdes, por exemplo, no u‘ld}ce de refracdo,
proteinas e peptideos diretamente em uma amostra 1@ SSPERSlica © na constante dleliatnca da camada
e, ainda, sem qualquer pré-tratamento ou separagio, !mobilizada. Estas propriedades sdo exploradas em

¢ extremamente vantajoso. Esta deteccio direta b¥0ssen’sm.‘es Gpeicas, eletroquimicos e
pode ser baseada em métodos que fazem uso de plezoeletncgs [1]. ' _ .
interagdo especifica de proteinas, por exemplo, uma O biossensor por impedancia eletroquimica

proteina recombinante de Mycobacterium bovis, ~ Permite 0 monitoramento quantitativo e qualitativo
bactéria que causa a tuberculose bovina (TB) com  de proteinas, bactérias ou outros pat6genos, pela
anticorpos contra a mesma doenga. me_dida de mudangas nas propriedades capacitivas e

Os anticorpos sio proteinas, presentes no  resistivas de um meio ou de eletrodos, Essa técnica
plasma, produzidas devido a uma resposta € sensivel a fenémenos interfaciais. A interagdo
imunolégica  presenga de uma substéncia estranha  analisada pelo biossensor € semelhante a do tipo que
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¢ atualmente empregada no ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent ~ Assays), técnica eficiente, no
entanto cara, demorada e com um razodvel nivel de
interagdes inespecificas que levam a resultados
falso-positivos ou falso-negativos [ 2-6].

As  nanoparticulas  sdo aplicadas na
construgio de biossensores, por mostrarem
resultados muitos interessantes no incremento da
resposta [7]. As nanoparticulas realcam os sinais em
muitas aplicagdes devido a suas propriedades
eletronicas, fotdnicas e cataliticas tnicas, A
interagdo especifica entre moléculas alvo e
conjugado nanoparticula-anticorpo induz alteracdes
das propriedades elétricas tais como resisténcia e
capacitincia, que podem ser representadas como
mudangas na impedéncia. Além disso, sio ficeis de
preparar, tm boa biocompatibilidade e 4rea
superficial  relativamente  elevada. Proteinas
adsorvidas diretamente sobre superficies metdlicas
de maior dimensdo usualmente sio desnaturadas e
perdem sua bioatividade, ao contririo do que ocorre
quando adsorvidas em nanoparticulas de ouro [8, 9].

Materiais e métodos

Um eletrodo limpo foi imerso em um sol
previamente  hidrolisado  do precursor  3-
mercaptopropil-trimetoxisilano  (MPTS) por 30
minutos e enxaguado com etanol e dgua deionizada.
Entio, o eletrodo AuwMPTS foi imerso em
nanoparticulas de ouro (AuNPs), protegido da luz,
por 5h a 4°C. Em seguida, o eletrodo
AWMPTS/AuNPs  foi enxaguado com agua
deionizada e exposto a 150pL de antigeno (proteina
recombinante) AgTB 5,0ugmL" em tampio fosfato
salino  (PBS)  10mmolL" (pH 7,2) por
aproximadamente 15h a 4°C [10]. O eletrodo
resultante Au/MPT S/AuNPs/AgTB foi enxaguado
com PBS e exposto a 150uL de albumina de soro
bovino (BSA) 5,0ugmL’ por 30 minutos a
temperatura ambiente e enxaguado com PBS. E por
fim, o eletrodo foi exposto a 150uL de soro bovino
reconhecidamente  positivo ou negativo para
tuberculose bovina, diluido em PBS, por 30 minutos
a 37°C. Em seguida, o imunossensor Au/MPTS/
AuNPs/AgTB/AcTB foi enxaguado com PBS.

As medidas de impedancia foram realizadas
em um potenciostato/galvanostato AUTOLAB
PGSTAT 128N, da Metrohm Autolab®, controlado
pelo software EcoChemie B.V., FRA (v. 4.9.005)
para aquisicdo de dados. As andlises dos espectros
de impedincia e a simulacdo dos circuitos
equivalentes foram feitas com o auxilio do software
EcoChemie B.V, NOVA (v. 1.6.005). Foi aplicada

ao eletrodo de trabalho uma onda senoidal com
10mV de amplitude e um potencial de 220mV vs.
Ag/AgCl KCl 3,0 molL”, em uma faixa de
frequéncia de 0,1 a 104Hz com 10 pontos por
década [11].

Resultados e discussdo

A superficie do eletrodo de ouro, em cada
estdgio de modificagdo, foi caracterizada utilizando
a EIE. O comportamento eletroquimico do par redox
[Fe(CN)]* foi investigado. A Fig. 1(A) mostra os
diagramas de Nyquist da superficie do ouro sem
modificagdo, modificada com MPTS e depois com
AuNPs, com a imobiliza¢io da proteina AgTB e
apés a interagio AgTB-AcTB. Foi observado que
cada etapa de modificagio do eletrodo altera as
propriedades eletroquimicas da superficie.

O eletrodo de ouro limpo (EL) exibiu um
comportamento aproximadamente retilineo, que §é
caracteristica de um processo eletroquimico
controlado por difusdo. Quando o eletrodo foi
modificado como MPTS, a cinética de transferéncia
de elétrons foi perturbada e observa-se o
aparecimento de uma parcela representada por um
semicirculo no espectro, indicando a formagdo de
uma camada de bloqueio para a difusio da espécie
eletroativa até a superficie do eletrodo. As AuNPs
ancoradas no filme exercem um importante papel na
transferéncia eletrnica e a resisténcia fica bem
proxima daquela do eletrodo sem modificagdo. As
AuNPs agem como mindsculos centros de
condugdo. A resisténcia 2 transferéncia eletronica é
novamente observada com a imobilizagio do
antigeno (AgTB), indicando que a proteina estd
adsorvida na superficie das AuNPs bloqueando estes
sitios de condugio eletrdnica.

A EIE € uma técnica sensivel a fendmenos
interfaciais. Sendo assim, a ligagdo entre o antigeno
€ 0 anticorpo € evidenciada pelo novo aumento da
resisténcia a transferéncia eletronica. A aplicagdo do
imunossensor resultou na detecgdo especifica de
anticorpos contra tuberculose bovina (AcTB)
presentes em soro reconhecidamente positivo. A
especificidade do imunossensor foi testada
utilizando  soro  reconhecidamente negativo
(auséncia de anticorpos especificos  contra
tuberculose bovina). Os graficos na Fig.1(B)
mostram que nenhuma variagdo significativa de
resisténcia a transferéncia eletrnica foi observada
quando o imunossensor foi testado em soro
negativo.
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Figura 1: Gréficos de Nyquist (A) obtidos para o eletrodo
de ouro em diferentes etapas do processo de montagem e
(B) obtidos apés aplicagdo do imunossensor para andlise
de soros reconhecidamente positivos ou negativos para
tuberculose bovina, em solugdo 2,5 mmol L™ de
[Fe(CN)s]** em PBS pH 7,2 ¢ KC1 0,1 mol L [11].

Conclusoes

A EIE tem se mostrado adequada para
acompanhar as etapas de modificacdo do eletrodo e,
também, como método de detecgio de proteinas.
Até o momento, os resultados mostraram que a
proteina recombinante imobilizada manteve sua
atividade biolégica, respondendo especificamente a
anticorpos contra tuberculose bovina nos SOros
analisados, indicando que o imunossensor
desenvolvido apresenta potencial para aplicacdes
futuras em diagnéstico laboratorial dessa e de outras
doengas que acometem bovinos.
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