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Figura 29: Voltametria ciclica do EG/poli (3-HBA) em solucdo aquosa de HCIO,4 0,5

mol L'Y.NUmero de ciclo = 1; v=50 mV s™.

Figura 30: VC obtidos ap6s eletropolimerizacdo, somente em solucdo de &cido
perclérico 0,5 mol L™, na auséncia do mondmero, para os eletrodos de grafite: (A)

modificado com poli (3-HBA) e (B) ndo-modificado, v =50 mV s™.

Figura 31: Mostra da esquerda para a direita os VC consecutivos (10, 30, 60, 100
ciclos) do eletrodo de grafite em solucdo de 2,5 mmol L™ de 3-HBA. Eletrdlito
suporte: HCIO4 0,50 mol L™ v=50 mV s™.

Figura 32: (A) carga elétrica total dos picos anddicos; (B) carga elétrica total dos
picos catédicos em funcdo do numero de ciclos, obtidas a partir de 2, 5, 10, 20, 40,
60, 80 e 100 ciclicos de varredura de potencial consecutivos realizados em HCIO,4

(0,5 mol L"), janela de potencial entre 0,0 e + 1, 2V, 50 mV s,
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Figura 33: Ultimo ciclo de varredura do EG/poli (3-HBA), em &cido perclérico 0,5 mol
L™, nas seguintes velocidades / mv s™ (5; 10; 20; 30; 40; 50; 60; 70; 80; 90; 100;
110; 150; 200; 300; 400; 500; 1000).

Figura 34: Porcentagem de carga relativa dos eletrodos de grafite modificados com
poli (3-HBA) a 50 mV s. Janela de potencial entre + 0,2 V e 0,9 V. Eletrélito suporte
HCIO,4 0,50 mol L™.

Figura 35: Voltametrias ciclicas consecutivas para o EG/poli (3-HBA) em solucéo de
HCIO4 0, 5 mol L™*; v=10 mV s*a 100 mV s™.

Figura 36: AEp vs. velocidade de varredura (10 mV s™ a 100 mV s™*) em solucéo de
HCIO4 0,5 mol L™ para EG/poli (3-HBA).

Figura 37: E,- Ep vs. velocidade de varredura do (m) pico anddico e (A) pico
catédico em solugédo de HCIO, 0,50 mol L™ para eletrodos de grafite modificados
com poli (3-HBA).

Figura 38: Ipa / Ipc vs velocidade de varredura em solugéo de HCIO; 0,5 mol L™
para EG/poli (3-HBA).

Figura 39: Ip vs. v’ do (m) pico anddico e (s) pico catédico em solucdo de HCIO,
0,50 mol L™ para EG/poli (3-HBA).
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Figura 41: Ip vs. t¥?em solugéo de HCIO4 0,50 mol L™ para EG/poli (3-HBA).

Figura 42: Imagens de microscopia de forca atdmica. (A) eletrodo de grafite; (B)
eletrodo de grafite modificado com poli (3-HBA), niumero de ciclos= 10, eletrdlito
suporte: HCIO4 a 0,5 mol. L™!; Janela de potencial: 0,0a+ 1,2V; v=50mV s™.

Figura 43: VC do 1° ciclo de varredura obtido a 50 mV s* em solucdo de
ferro/ferricianeto de potassio 5,0 mmol L™ contendo KCI 0,1 mol L™}, pH 6,7, para: (a)
EG; (b) EG/poli (3-HBA).

Figura 44: Diagramas de Nyquist (a esquerda) e Bode (a direita) dos espectros de
impedancia eletroquimica do EG e EG/poli (3-HBA), obtidos em solucdo de
K4[Fe(CN)s] / Ks[Fe(CN)g] 5,0 mmol L™ contendo KCI 0,1 mol L™; polarizados a 0,21
V; Amplitude 5 mV; Intervalo de frequéncia: 10* a 102 Hz. As linhas sdlidas

representam os resultados simulados a partir do circuito da Figura 45.

Figura 45: Circuito elétrico equivalente proposto para os resultados de EIE para: (A)
EG; (B) EG/poli (3-HBA).

Figura 46: Espectros de infravermelhos obtidos em pastilhas de KBr para: (a) 3-
HBA e (b) poli (3-HBA) eletropolimerizado em pH 0,5, com 20 ciclos consecutivos em

resolucdo de 4 cm™.

Figura 47: Espectro de infravermelho teodrico obtido pelo calculo B3LYP/6-31G para

o decamero do 3-HBA. Calculado com meia largura e meia altura em 15 cm™ %,

corrigidos com o uso de um fator de escala de 0, 947.
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Figura 48: (A) Voltamograma de onda quadrada para oxidagcdo do 3-HBA.
Amplitude: 0,02 V, Incremento: 0,005 V, Frequéncia: 1, 5, 25 e 35 Hz, Eletrdlito
suporte: HCIO4 0,5 mol L™ contendo 2,5 mmol L™ de 3-HBA;v = 50 mV s™, Eletrélito
suporte de HCIO, 0,5 mol L™Y). (B) Regresséo linear entre a corrente de pico e os

incrementos de frequéncia aplicados.

Figura 49: Parametros de regressdo linear da curva Ep vs. log f obtidos dos
voltamogramas de onda quadrada para o 3-HBA. Amplitude: 0,02 V, Incremento:
0,005 V, Frequéncias: 1, 5, 25 e 35 Hz, Eletrélito suporte: HCIO, 0,5 mol L™
contendo 2,5 mmol L™ de 3-HBA; v=50 mV s™,

Figura 50: Estrutura do cr3-HBA com as densidades de spin dos atomos que

apresentam valores iguais ou superiores a 0,10.

Figura 52: Estrutura de minimo de energia do bisdecamero éter derivado do 3-HBA,
otimizada utilizando andlise conformacional Monte Carlo (A) estrutura protonada; (B)

estrutura parcialmente desprotonada.

Figura 53: Espectro de absorcdo UVvis do dec(3-HBA) em acetonitrila, simulacao
tedrica usando o funcional DFT m06 e o conjunto de base 6-311G(d, p). Insergéo:
Espectro de absor¢cdo UV vis experimental do (a) 3-HBA e (b) poli (3-HBA), em

acetonitrila.

Figura 54: Orbitais moleculares relacionados com a transicéo eletronica So—S; do
dec (3-HBA).



XX

Figura 55: VC obtido apo6s eletropolimerizacdo, somente em solucdo de &cido
perclérico 0,5 mol/L, na auséncia do monbémero, para 0 eletrodo de grafite
modificado com poli (3-HBA), v = 50 mV s™.

Figura 57: Pareamento Watson-Crick de bases e 0s respectivos sitios de oxidagéo e
reducé@o do DNA. (O) sitios de oxidagéo para A e G e (1)) sitios de reducéo para A, C
e G.

Figura 58: Voltamogramas de pulso diferencial em: ( — ) eletrodo de grafite
modificado com poli (3-HBA); (—) eletrodo de grafite ndo modificado contendo
guanina, G, (10 mmol L™), adenina, A, (10 mmol L™), timina, T, (10 mmol L™?) e
citosina, C, (10 mmol L™). Eletrélito: tamp&o acetato 0,1 mol L™, pH 4,3. Condicdes

experimentais: Amplitude: 25 mV; durac&o do pulso 60 ms; v= 10 mV s™.

Figura 59: Voltametria de pulso diferencial em eletrodo de grafite modificado com
poli (3-HBA), contendo 18 pL de poli (GA) a 6.3 pmol L™: Auséncia de Poli (CT) e
apos 15 minutos de incubacdo a, 37°C, com 18 puL desse alvo nas concentracdes
de: 5,86 umol L™, 29 umol L™ e 58,1 pmol L. Eletrdlito suporte: tampéo acetato (0,1
mol L") em pH 4,3. CondicBes experimentais: Amplitude: 25 mV; duracdo do pulso
60 ms; v=10 mV s™.

Figura 60: Estrutura estavel em folha-beta encontrada para a proteina de membrana
Amlatraves do método de web server RaptorX. Sequéncia da Aml:
STSSQLGGGSSTSSQLGGGSSTSSQL (S= serina, T= treonina, Q= glutamina, L=

leucina G= glicina).
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Figura 61: Diagrama geral de uma estrutura em folha-beta.

Figura 62: Mostra as trés principais estruturas em alfa-hélice encontradas para a
proteina de membrana Am2 através do método web server RaptorX. Sequéncia da
Am2: SEASTSSQLGAGGGSSEASTSSQLGA (S= serina, E= acido glutamico, A=

alanina, T= treonina, Q= glutamina, L= leucina, G= glicina).

Figura 64: Voltamogramas de pulso diferencial do eletrodo de grafite modificado
com poli (3-HBA) contendo: (A) 18 pL de Am1 (0,055 pg pL™), (B) 18 pL Am1 (0,055
ug pL™) + 18 pL do soro positivo (diluicdo 1:50). Eletrélito: tamp&o fosfato 0,1mol L™,
pH 7,3. Condi¢cbGes experimentais: Amplitude: 25 mV; duracdo do pulso 60 ms; v= 10

mV s™.

Figura 65: Voltamogramas de pulso diferencial do eletrodo de grafite modificado
com poli (3-HBA) apés adicdo de (a) 18 pL da Am1 (0, 055 pg pL™) + 18 pL do soro
positivo (diluicdo 1:25) + 18 pL 4-AAP a 10 mmol L™; (b) 18 pL da Am1 (0,055 pg
uL™) + 18 pL 4-AAP a 10 mmol LY (c) 18 pL da Am1 (0,055 pg pL™) + 18 pL do soro
negativo (diluicdio 1:25) + 18 pL 4-AAP a 10 mmol L. Eletrélito: tampao fosfato 0,1
mol L*, pH 7,3. CondicBes experimentais: Amplitude: 25 mV; duracdo do pulso 60

ms; v=10 mV s™.

Figura 66: Voltamogramas de pulso diferencial para: (I) eletrodo de grafite
modificado com poli (3-HBA) ap6s adicdo de18 pL da Am1 (0, 055 pg pL™) + 18 uL
do soro positivo (diluicdo 1:25) + 18 pL 4-AAP a 10 mmol L™; (1) eletrodo de grafite
ndo modificado com o filme apds adicdo de18 pL da Am1 (0,055 pg pL™) + 18 pL do
soro positivo (diluicdo 1:25) + 18 pL 4-AAP a 10 mmol L. Eletrélito: tampé&o fosfato
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0,1 mol L™, pH 7,3. CondicBes experimentais: Amplitude: 25 mV; duracéo do pulso
60 ms; v=10 mV s™.

Figura 67: Voltamogramas de pulso diferencial para o eletrodo de grafite modificado
com poli (3-HBA) apés adicéo de 18 pL da Am1 (0,055 pg pL™) + 18 pL 4-AAP (10
mmol L?, 50 mmol L™, 70 mmol L?, 1000 mmol L, 2000 mmol L™). Em cada
experimento foi realizado a lavagem em tamp&o fosfato para retirar o excesso do
intercalador. Eletrdlito: tamp&o fosfato 0,1 mol L™, pH 7,3. Condicdes experimentais:
Amplitude: 25 mV; duracéo do pulso 60 ms; v= 10 mV s™.

Figura 68: Distribuicdo parcial de carga para a 4-AAP neutra e para o cation radical
da 4-AAP (cr (4-AAP) pelo método ChelpG.

Figura 69: Mostra a distribuicdo da densidade de spin para os atomos do cr (4-AAP)
com valores superiores a 0,10.

Figura 70: Posicbes mais provaveis, obtidas por atracamento molecular, de
interacao da 4-AAP com a proteina de membrana Am1 imobilizada no dec (3-HBA),
em que: (A) posicbes mais provaveis (4-AAP + Aml); (B) frequéncia da
interagédo/posicdo (n°® de conformacdo) em funcédo da energia livre de Gibbs; (C)

interacdo mais provavel (maior frequéncia (35) e menor energia livre (-3 kcal mol™)).

Figura 72: Voltamogramas de pulso diferencial para o eletrodo de grafite modificado
com poli (3-HBA) apés adicdo del8 uL da Am1 (0, 055 pg pL™) + 18 pL 4-AAP a 10
mmol L™ + 18 pL do soro positivo (diluicdo 1:100) em funcéo do tempo de interacéo

da Am1 com o anticorpo especifico (5 minutos, 10 minutos, 15 minutos, 20 minutos,
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25 minutos e 50 minutos).Eletrdlito: tamp&o fosfato 0,1 mol L™, pH 7,3. Condicdes
experimentais: Amplitude: 25 mV; duracdo do pulso 60 ms; v= 10 mV s™,

Figura 73: Imagens de microscopia de for¢ca atdmica do EG/poli (3-HBA): (A) apos
adicéo de18 pL da Am1 (0, 055 pg pL™); (B) apés adicdo de18 pL da Am1 ( 0,055 ug
uL™) + 18 pL do soro positivo (diluicdo 1:25); (C) apés adicdo de del8 pL da Am1l
(0,055 pg pL™) + 18 pL do soro negativo (diluicéio 1:25).

Figura 74: VC do 1° ciclo de varredura obtido a 50 mV s em solugdo de
ferro/ferricianeto de potassio 5,0 mmol L™ contendo KCI 0,1 mol L™, pH 6,7, para: (—)
EG; () Soro-; (—) soro+; (—) Am1l e (—) Interferente.

Figura 75: Diagramas de Nyquist (a esquerda) e Bode (a direita) dos espectros de
impedancia eletroquimica obtidos em solucdo de KyFe (CN)¢] / Ks[Fe(CN)s] 5,0
mmol L™ contendo KCI 0,1 mol L™, para o EG/poli (3-HBA) contendo: Am1; IgG+;
IgG- e interferente (Brucelose).Polarizados a 0,22 V; Amplitude 5 mV; Intervalo de
frequéncia: 10* a 102 Hz. As linhas sélidas representam os resultados simulados a

partir do circuito da Figura 77.

Figura 76: Sobreposicdo dos diagramas de Nyquist dos espectros de impedéancia
eletroquimica obtidos em solucdo de Ku[Fe(CN)s] / Ks[Fe(CN)s] 5,0 mmol L™
contendo KCI 0,1 mol L?, para o EG/poli (3-HBA) contendo: Am1; IgG+; IgG- e
interferente (Brucelose). Polarizados a 0,22 V; Amplitude 5 mV; Intervalo de
frequéncia: 10* a 102 Hz. As linhas sélidas representam os resultados simulados a

partir do circuito da Figura 77.

Figura 77: Circuito elétrico equivalente proposto para os resultados de EIE para:
EG/poli (3-HBA) com as seguintes imobilizagdes: Am1; interagdo da Am1 com soro
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positivo; interagédo da Am1 com soro negativo e interagdo da Am1 com soro positivo

de Brucelose (interferente).

Figura 78: Voltamogramas de pulso diferencial para o eletrodo de grafite modificado
com poli (3-HBA) apés adicdo del8 puL da Am1 (0, 055 pg pL™) + 18 pL 4-AAP a 10
mmol L, com adicdo del8 pL do soro de bovino com anaplasmose apés as
seguintes diluicdes: 1:1000; 1:800; 1:400; 1:200; 1:100, 1;50, 1:25. Em todas as
medidas foi subtraido o sinal do branco. Eletrélito: tamp&o fosfato 0,1 mol L™, pH
7,3. Condicbes experimentais: Amplitude: 25 mV; duracéao do pulso 60 ms; v=10 mV

Figura 79: Voltamogramas de pulso diferencial para o eletrodo de grafite modificado
com poli (3-HBA) ap6s adicdo del8 pL da Am1 (0, 055 pg pL™) + 18 pL 4-AAP a 10
mmol L?, com adicdo de 18 pL da mistura de soro de bovino com anaplasmose
(1:1200) com soro positivo na diluicdo (1:100) para: Brucelose, B. bovis, B. bigemina e
Mix (mistura de todos os soros interferentes). O soro negativo foi diluido (1:100). Em
todas as medidas foi subtraido o sinal do branco. Eletrélito: tamp&o fosfato 0,1 mol L
! pH 7,3. Condicdes experimentais: Amplitude: 25 mV; duracdo do pulso 60 ms; v=
10mv s™,

Figura 80: Sensograma mostra a variagdo angular em funcdo do tempo para a
interacdo da Am1 (18 pL a 0,055 pg pL™) imobilizada em Au/poli (3-HBA), 10 ciclos
de varredura (3-HBA a 2,5 mmol L™ em H,SO,4 a 0,5 mol L™) apés adicdo de 18 pL
soro positivo, diluicdo 1:25 e adicdo de 18 pL soro negativo, diluicdo 1:25. Lavagem

em tampdo fosfato 0,1 mol L™, pH 7,3.

Figura 81: Representa a variacdo da corrente de pico de oxidacdo em funcdo do

tempo em dias de estocagem.
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RESUMO

FERREIRA, D.C., Imunossensor para diagnostico da anaplasmose bovina a
partir de plataforma de grafite funcionalizada com poli (a4cido 3-

hidroxibenzoico). Tese de Doutorado em Quimica, Instituto de Quimica-UFU, 2015.

Os biossensores constituem-se como dispositivos analiticos importantes para o
diagndstico clinico de inUmeras doencas, por permitirem uma analise em tempo real,
além de suas altas especificidades e sensibilidades. Nesse sentido, o objetivo desse
estudo foi desenvolver uma plataforma funcionalizada com o poli (acido 3-
hidroxibenzéico), para a detec¢cdo de bases nitrogenadas, oligonucleotideos e
anticorpos contra a proteina de superficie (Am1) da Anaplasma marginale. Esses
elementos de reconhecimento biolégico foram imobilizados na plataforma
funcionalizada e o biossensor foi caracterizado por técnicas eletroquimicas e
espectroscopicas. As deteccdes da interacdo antigeno-anticorpo foram realizadas
através do sinal obtido da oxidacéo do intercalador de proteina, 4-aminoantipirina (4-
AAP), utilizando a técnica de voltametria de pulso diferencial. Estudos de quimica
tedrica foram empregados para analise das interagcbes da Aml1l com a plataforma
sensora e o0 modelo web server RaptorX para inferéncia da estrutura tridimensional
das proteinas de membrana da A. marginale. A modelagem molecular foi realizada a
partir de métodos semi-empiricos, DFT e mecanica molecular. As transicdes redoxes
do polimero foram classificadas como quase reversiveis, com band gap de 1,2 V
caracteristico de materiais semicondutores. As detecc¢des de poli CT e anticorpos da
A. marginale, empregando o eletrodo de grafite funcionalizado com as sondas, poli
GA e Aml respectivamente, foram 66 % superior a do eletrodo de grafite ndo
funcionalizado. A proteina de superficie Am1 apresentou uma estrutura estavel em
folhna-beta e a Am2 uma estrutura instavel em a-hélice. Na espectroscopia de
impedancia eletroquimica foi possivel diferenciar qualitativamente a plataforma
funcionalizada com: Am1, IgG+, IgG- e interferente. O tempo de estocagem do
imunossensor mostrou-se satisfatorio, com reducéo do pico de corrente em 35 %,
ap6s 90 dias. Esses resultados demonstraram a excelente aplicabilidade da
plataforma funcionalizada para o desenvolvimento de imunossensor para
diagndstico da anaplasmose bovina, restando apenas os estudos de viabilidade
econdmica para implantacdo comercial do referido imunossensor.

Palavras-Chave: Acido 3-hidroxibenzoéico. Eletropolimerizagdo. Anaplasmose

bovina. Modelagem molecular. Imunossensor
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ABSTRACT

FERREIRA, D.C., Immunosensor for diagnosing bovine anaplasmosis in
graphite platform functionalized with poly (3-hydroxybenzoic acid).Thesis in
Chemistry, Institute of Chemistry - UFU, 2015.

The biossensores constitute analytical important devices for the clinical diagnosis of
many diseases, enabling real-time analysis, with high specificity and sensitivity.
Accordingly, the aim of this study was to develop a platform functionalized with the
poly (3- hydroxybenzoic acid), to detection of nitrogenous bases, oligonucleotides
and antibodies against the surface protein (Aml) of Anaplasma marginale.These
biological recognition elements were immobilized on the functionalized platform and
the biosensor was characterized by electrochemical and spectroscopic techniques.
The detections of the antigen-antibody interaction were conducted using the signal
obtained from the oxidation of protein interleaver, 4- aminoantipyrine (4 -AAP), using
voltammetry technique of differential pulse.Theoretical chemistry studies were
employed to analyze the Am1l interactions with the sensor platform and the web
server model RaptorX to infer three-dimensional structure of the membrane proteins
of A. marginale.The molecular modeling was conducted from methods semi-
empirical, DFT and molecular mechanics.The transitions redoxes of polymer were
classified as almost reversible, with band gap of 1.2 V, characteristic of
semiconductor materials.The detections of poly CT and antibodies of A. marginale,
using the graphite electrode functionalized with the probes, poly GA and Aml
respectivamente, were 66% higher than the graphite electrode not functionalized.The
protein of superfice Aml presented a structure stable in beta-sheet, while Am2
presented an unstable structure in a -helix.In electrochemical impedance
spectroscopy was possible qualitatively differentiate the functionalized platform with:
Am1l, 1gG+, IgG- and interfering. The time of storage of the immunosensor was
satisfactory, with reduced peak current by 35%, after 90 days. These results
demonstrate the excelent applicability of functionalized platform for the development
of immunosensor for diagnosis of bovine anaplasmosis, leaving only the economic
feasibility studies for commercial deployment of the said immunosensor.

Keywords: 3-hydroxybenzoic acid. Electropolymerization. Bovine anaplasmosis.

Molecular modeling. Immunosensor.



1 INTRODUCAO

O Brasil possui o maior rebanho comercial de gado bovino (~180
milhdes de cabecas), sendo o maior exportador mundial de carne. Apesar de
ocupar uma posicdo de destaque, a pecuaria de corte apresenta indices de
produtividade baixos devido a diversos fatores intrinsecos: potencial genético,
condigbes nutricionais, manejo e sanidade animal. Em relagdo as
enfermidades, a anaplasmose bovina possui grande importancia econdémica,
com perdas por mortalidade, diminuicdo na producdo de carne e leite e custos
com medidas profildticas e de tratamento dos animais’. Essa doenca é
causada pela riquétsia intraeritrocitica Anaplasma marginale, um dos agentes
da Tristeza Parasitaria Bovina (TPB), juntamente com os hemoprotozodrios
Babesia bovis e Babesia bigemina?.

Para melhorar as provas soroldgicas da anaplasmose bovina, algumas
pesquisas tém focado na identificacdo e caracterizacdo de antigenos de
membrana externa de A. marginale, pela clonagem dos genes e producao de
proteinas principais de superficie (MSPs), as quais apresentam melhor
potencial para desenvolvimento de testes diagndsticos®>. Como resultado
desses estudos, diversas MSPs foram descritas, destacando-se a MSP1 como
antigeno para uso em diagndstico, por estimular a producdo de anticorpos por
animais infectados, os quais podem ser detectados por meio de provas
sorolégicas como o Ensaio de Imunoadsorcdo Enzimatica (ELISA) indireto® > ©.

Apesar de apresentar inUmeras vantagens como alta sensibilidade e
especificidade, ser relativamente simples de executar e permitir a analise de
um grande numero de amostras, o ELISA indireto é realizado em véarias etapas,
0 que demanda um tempo longo e deve ser realizado necessariamente em
laboratério. Uma nova estratégia € o uso de métodos alternativos para

deteccao da interacdo antigeno-anticorpo, como os biossensores.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ANAPLASMOSE BOVINA

Anaplasmose bovina é uma doenca com grande prevaléncia nas regides
tropicais e subtropicais por determinar perdas econdmicas devido a
mortalidade dos animais, reducéo da producédo de carne e leite, emagrecimento
dos rebanhos e custos com tratamentos’. E causada pela Anaplasma
marginale, uma riquétsia intraeritrocitica, bactéria pertencente a ordem
Rickettsiales. A Anaplasma marginale € uma bactéria gram-negativa, com
morfologia arredonda, diametro de 0,3 a 1,0 um. O nome marginale advém da
sua localizagéo periférica no interior do eritrocito®, como pode ser visualizado

na Figural.

Figura 1: Aspecto morfolégico da Anaplasma marginale, 0,4 um. A bactéria é
caracterizada por um corpo arredondado, localizado marginalmente no interior

do eritrécito.
e B

Fonte: Gongalves, 2000.

Anaplasma marginale esta amplamente distribuida em regides tropicais
e subtropicais da Europa, Africa, Asia e Australia®. Vale destacar que no estado
de Minas Gerais, a anaplasmose tem sido considerada uma das doencas de
maior relevancia, constituindo-se em fator limitante a criacdo de bezerros e

bezerras de 4 a 12 meses de idade®.




2.1.1 Transmissao e ciclo de desenvolvimento

A transmissdo da A. marginale nos rebanhos bovinos ocorre
basicamente através de trés mecanismos: mecanicamente pela picada de
insetos hematéfagos ou agulhas contaminadas, biologicamente por
carrapatos™ e transmitida da vaca para o bezerro através da placenta, durante
a gestacdo ou na paricdo’® O carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus é
o principal responséavel pela transmissdo vetorial de A. marginale e Babesia
sp.’®. A Figura 2 apresenta parte do corpo de um bovino bastante infectada

pelo carrapato (Boophilus).

Figura 2. Amostragem de varios carrapatos, Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, principais transmissores da Anaplasma marginale e Babesia

sp, fixados na pele de um bovino em regi&o de alta infestagdo por carrapato.

Fonte: Kocan, 2010.

O diagndstico direto da anaplasmose através da contagem de eritrocitos
infectados examinados em microscopio revela que animais com niveis de
parasitemia variando de 104 a 107 eritrocitos infectados por mL de sangue
possuem alta capacidade de transmissdo da bactéria, seja pelo processo
biolégico ou mecéanico, facilitando assim a disseminacdo da anaplasmose no
rebanho™®. Em algumas regides onde é alta a infestacdo por carrapatos, a
doenca é considerada uma endemia. Esse fato ndo ocorre em regides livres do

carrapato (pastagens limpas, manejo intensivo dos animais, baixa temperatura




e baixa umidade do ar) ou naquelas marginais onde o carrapato nao tem <
presenca constante™.

A Figura 3 mostra o ciclo de desenvolvimento da A. marginale no
bovino e no carrapato. Nesse ciclo é possivel observar que os eritrocitos
infectados pelo patégeno sao ingeridos no repasto sanguineo pelo carrapato,
desenvolvendo em vérios tecidos, em especial, nas células intestinais e células
da glandula salivar. A bactéria entdo se multiplica, passando por uma forma
reticulada e formando vacuolos ou colénias no citoplasma das referidas células.
Essa forma reticulada se transforma posteriormente em uma forma densa que
€ a forma infectiva, a qual sera transmitida, principalmente, ao hospedeiro

bovino através do carrapato®® *’.

Figura 3: Esquema do ciclo de desenvolvimento da Anaplasma marginale no

bovino e no carrapato.

Fonte: Kocan, 2003.



Nos eritrécitos do bovino, o parasita se desenvolve dentro de corpos
de inclusbes também chamados de corpos iniciais. No interior do vacuolo, os
corpos iniciais multiplicam por divisdo binaria, originando até oito corpos. Os
corpos iniciais saem dos eritrécitos por um processo de rofeocitose reversa,
sem romper a membrana da hemacia, e iniciam novo ciclo ao penetrar em
novos eritrécitos’®. Como o organismo é raramente observado
extracelularmente, tem-se postulado que a transmissdo dos corpos iniciais
possa ocorrer também através de pontes intercelulares entre eritrocitos. Os
eritrécitos  infectados sdo posteriormente fagocitados por células
reticuloendoteliais, resultando em anemia e ictericia. A fase aguda da infeccao
€ caracterizada pela perda de peso, febre, aborto, diminuicdo da producao de

leite e morte’?.

2.1.2 Diagnostico da A. marginale

O diagnostico para a anaplasmose bovina é usualmente baseado em
sinais clinicos, evidentes em animais susceptiveis, no entanto, esses sinais nao
sdo especificos, sendo necessario o diagnéstico diferencial de outras
enfermidades'®. O diagndstico anatomo-patolégico é efetuado através de
necropsia, para observacdo das alteracbes presentes no animal, sendo
necessario um diagnéstico laboratorial mais detalhado, para identificacdo da
riquétsia e pesquisa de anticorpos contra A. marginale.

O diagnéstico da anaplasmose bovina pode ser feito através da
deteccdo direta ou através da deteccéo indireta. No diagndstico direto para
deteccao e identificacdo dos parasitos no bovino deve utilizar sangue venoso
ou capilar (sobretudo quando houver suspeita de infeccdo por Babesia bovis)
com o qual é feito um esfregago delgado ou por gota espessa, corado por
Giemsa ou May-Griinwald/Giemsa e examinado em microscépio 6tico®. Para o
diagnoéstico direto do parasito em animal necropsiado, € recomendado o
preparo de claps ou impressdes, principalmente do cérebro, que devem ser
fixados e corados da mesma forma que o esfregaco de sangue, por Giemsa ou

May-Griinwald/Giemsa®>.
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No diagndstico indireto da anapalsmose sdo usadas técnicas que
permitem detectar e quantificar os anticorpos especificos contra a riquétsia
intraeritrocitica®®. Véarias técnicas de diagnéstico sorolégico foram
desenvolvidas, como hemaglutinacéo indireta®, reacdo da imunofluorescéncia
indireta®®, aglutinacdo capilar?®®, aglutinacdo em placa®, aglutinacdo em
cartdo®®, aglutinacdo em latex?’, radioimunoensaio® e “Enzyme-Linked Immuno
Sorbent Assay” (ELISA)®.

A deteccdo de anticorpos através da prova de imunofluorescéncia
indireta é bastante usada em levantamentos epidemioldgicos, para avaliar a
prevaléncia de infeccéo por A. marginale, uma vez que, em animais portadores,
a parasitemia geralmente ndo € detectavel no exame direto. Segundo
WEILAND & REITER? o conhecimento da percentagem de animais portadores
revela, por outro lado, os grupos de risco de um rebanho, sendo fundamental
para a elaboragcao de programas de controle da doenca, como, por exemplo, a

necessidade ou ndo de vacinacao.
2.1.3 Controle

As medidas de controle da A. marginale variam de acordo com o local de
ocorréncia da parasitose e incluem desde o controle do artrépode pela
administracdo de carrapaticidas, até o uso de antibiéticos e vacinas*?.

No Brasil, infelizmente, para uma grande parcela de pecuaristas, o fator
determinante para a aplicacdo de carrapaticida € o numero elevado de
carrapatos no rebanho. Na verdade, o uso indiscriminado dessa pratica podera
apenas selecionar as linhagens de carrapatos resistentes, facilitando ainda
mais a disseminacdo do carrapato nas areas de pastagens?’. Nesse caso, é
indispensavel o controle estratégico, ou seja, aplicacdo do carrapaticida mais
eficaz em dose minima, no menor nimero de vez possivel no periodo
desfavoravel ao ciclo do carrapato®. A Figura 4 ilustra um banho de

carrapaticida tipico em um animal infectado pelo carrapato.
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Figura 4: Banho de carrapaticida em animal para controlar a infestacao por

carrapato.

Fonte: Portal agropecuéario, 2012.

A melhor maneira para se controlar a parasitose em areas onde a
infestacdo com o carrapato € endémica, seria um manejo adequado dos
bezerros com exposicdo gradual ao carrapato ainda na fase de protecao
colostral, mantendo-se um grau de infestacdo moderado em todo o rebanho,
durante todo o ano®.

A vacinacdo tem sido uma forma efetiva de controlar a anaplasmose
bovina. Essas vacinas se dividem em dois grandes grupos: as vacinas com
organismos atenuados e vivos, que consistem no uso de eritrocitos infectados
com a bactéria. A imunidade induzida pelas vacinas vivas previne a doenca,
mas ndo impede que o bovino manifeste uma infecgéo persistente, tornando o
animal um reservatério para a transmissdo mecanica da A. marginale®.

Estudos demonstram que a membrana externa da A. marginale é
formada por seis proteinas até entdo identificadas, estas sdo capazes de
induzirem a resposta imune protetora nos bovinos, sendo alvo de estudos para

o desenvolvimento de imunégenos contra a anaplasmose®!,

2.1.4 Sinais clinicos

Os sinais da anaplasmose sdo amplamente variados desde uma doenca
aguda até uma infecgéo subclinica, refletindo a viruléncia da cepa do patdgeno,
idade e raca do hospedeiro. O periodo de incubacéo varia de 21 a 45 dias, com
uma média de 30 dias dependendo do numero de riquétsias e da

susceptibilidade do animal. A Figura 5 mostra um animal com o0s principais
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sinais caracteristicos da anaplasmose, apatia (cabeca e orelhas baixas) e

inapeténcia (emagrecimento devido ao baixo consumo de alimentos).

Figura 5: Animal com alguns sintomas tipicos da anaplasmose bovina como

a apatia e inapeténcia.

Fonte: Weiland, 1988.

A doenca é muitas vezes leve em terneiros com idade entre 6-9 meses e
cada vez mais severa em animais mais velhos. Infecgdo em terneiros jovens
frequentemente € assintomatica e, ocasionalmente, pode ser observada
letargia leve e anorexia parcial por 24-48 horas. Em contraste, os estagios
iniciais de anaplasmose em bovinos adultos s&o caracterizados por febre, com
temperatura retal variando de 39,5 a 41°C, sendo que em 12 a 24 horas a
mesma pode ceder, caindo para normal e haver hipotermia antes de o animal
morrer. Também pode ser observada anorexia e, em vacas leiteiras,
decréscimo acentuado na producdo de leite, apdés a deteccao de febre. Ao
mesmo tempo, ocorre supressao de ruminacédo, focinho seco e certo grau de
letargia®.

Alguns bovinos podem ficar agressivos, possivelmente como resultados
de hipoxia cerebral associado com anemia®. No periodo final da gestacao
pode ocorrer aborto, muito provavelmente em funcdo da elevagdo de

temperatura®.




2.1.5 Importancia e impacto econémico

Os orificios no couro causados pelo carrapato, além de desvalorizar o
produto, ainda favorecem a penetracdo de pequenas larvas de moscas,
causadoras das bicheiras e do berne. Com isso, um consideravel impacto
econdmico provocado pelo carrapato refere-se a deterioracdo da pele do
animal. De cada trés pares de calcados que saem do Brasil, mais de dois pares
sao fabricados com couro importado porque 70% dos couros produzidos no
Brasil sdo de baixa qualidade devido & acdo de carrapatos e bernes'’.

Segundo Horn & Arteche® citam que as perdas causadas pelo carrapato
no Uruguai sdo de 9,5 Kg de carne/bovino/ano. Na Nicardgua as estimativas
mostram que uma vaca leiteira infestada com 50 carrapatos diminui a producao
de leite em 20% e, para o Brasil, citam que os prejuizos produzidos pelo
carrapato situam-se proximos a 800 milhdes de dolares ao ano na pecuéria
nacional, e que, s6 no Rio Grande do Sul, foi calculado que o carrapato mata
136.084 bovinos por ano e 154.843 bezerros deixam de nascer. Nos Estados
Unidos a American National Cattlemen’s Association tem considerado a
anaplasmose como a doenca que causa maiores perdas econdmicas com
perdas estimadas por volta de 300 milhdes de délares anuais®.

Os prejuizos causados pelo carrapato Boophilus microplus e pelo
complexo da Tristeza Parasitaria Bovina (TPB) no Brasil foram avaliados em 1
bilhdo de délares®* sendo esse valor reavaliado por Grisi®’ estimando as

perdas em cerca de 2 bilhdes de dolares.

2.1.6 Resposta imune e proteinas principais de superficie de Anapalsma

marginale com importancia como imundgenos

O mecanismo de controle imune de bovinos contra a A. marginale,
esquematizado na Figura 6, induz tanto a resposta do tipo celular quanto a

resposta humoral®.




Figura 6: Modelo de resposta imune celular e humoral contra A. marginale. 1
Linfocitos T auxiliares (CD4+), estimulados por antigenos de A. marginale, —
produzem interferon- y (IFN- y), o qual atua sobre macréfagos e linfocitos B. 2

sobre os macrofagos, o IFN- y estimula a expressdo de receptores de Fc,
facilitando a fagocitose de A. marginale. 3 Atua também aumentando a fuséo
fagossomo lisossomo e a producdo de o6xido nitrico (NO), resultando na
destruicdo intracelular de A. marginale. 4 O IFN- y estimula a producéao de
IgG2 por linfécitos B. Esse isotipo tem importante funcdo na opsonizagéo de A.

marginale para a fagocitose.
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Fonte: Araujo, Madruga, Kessler, 2003.

Apesar da importancia dos anticorpos na imunidade contra A. marginale,
€ pouco provavel que, isoladamente, 0s mesmos sejam capazes de proteger 0s
bovinos contra anaplasmose*®, uma vez que, a inoculacdo do soro de animais
imunes em bovinos susceptiveis ndo protege contra o desafio com A.

marginale®’. Dessa forma, evidencia-se a importancia das respostas celulares,



as quais envolvem a participagcdo de linfécitos T auxiliadores (CD4+),
produtores de IFN-y*.

Em bovinos, a presenca da A. marginale, linfocitos, linfocitos T
auxiliares (CD4+) expressam IFN- y, que em sinergia com a interleucina 2 (IL-
2), induzem as células B a produzirem 1gG2, implicando em uma resposta Thl
na regulacéo desse isotipo*. As IgG2 além de estarem envolvidas no processo

de neutralizacéo da infectividade dos corpusculos iniciais da A. marginale®* **,

estdo relacionadas com o controle da riquetsemia aguda e anemia®. Esse
isotipo apresenta maior capacidade de promover fagocitose por meio de
opsonizac&o do que a IgG1™®.

O IFN- y estimula ainda a expresséo de receptores de Fc e a fusao de
fagossomos e lisossomos*®, além de ativar os macréfagos a produzirem 6xido
nitrico (NO), que tem acgdo tdxica sobre a riquétsia, ajudando a eliminar a
bactéria do meio intracelular®’.

Anticorpos direcionados contra corpusculos iniciais bloqueiam a
infectividade da bactéria’’. Na membrana desses corplsculos foram
identificadas proteinas principais de superficie (Major Surface Proteins —
MSPs)**#' as quais induzem a producéo de anticorpos que estdo relacionados
com o controle da riquetsemia aguda e anemia®®, além de gerar informacdes
sobre as sequéncias dos genes, proteinas recombinantes, anticorpos
monoclonais, variabilidade de isolados, e potenciais valores em ensaios de
diagnésticos de vacinas®. Possivelmente, anticorpos contra MSPs funcionam
como opsoninas, facilitando a fagocitose e a eliminagdo de A. marginale por
macréfagos. Outra possivel funcdo dos anticorpos seria 0 bloqueio da invasao
de eritrécitos pela bactéria. Anticorpos contra MSP1 bloqueiam a aglutinacéo
de eritrécitos de bovinos por corpUsculos iniciais de A. marginale®®.

O pequeno genoma da A. marginale € circular, com tamanho estimado
entre 1,2 e 1,6 Mb “*°. A membrana da A. marginale é composta por seis
proteinas principais de superficie: MSP1a (105 kDa), MSP1b (100 kDa), MSP2
(36 kDa), MSP3 (86 kDa), MSP4 (31 kDa) e MSP5(19 kDa) °.

O complexo MSP1 é formado pelas proteinas MSPla e MSP1b.Uma
Gnica proteina MSP1la esté ligada, covalentemente, por ligagdes de dissulfeto a

proteina MSP1b®. Essas duas proteinas atuam como adesinas e estdo

—
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envolvidas no processo de invasédo dos corpusculos iniciais de A. marginale a
membrana dos eritrcitos do hospedeiro®.

Vale ressaltar que a MSP1a é codificada pelo gene mspla, possui uma
variacdo no peso molecular de 46 a 105 kDa mudando de acordo com os
diferentes isolados geograficos de A. marginale, inclusive nas regides
brasileiras®’. Isso se deve ao fato da porcdo amino terminal da proteina
apresentar uma sequéncia repetida de 23 ou 31 aminoacidos, contendo varias
serinas®®. Essa proteina funciona como uma adesina entre os eritrcitos do
bovino e as células do carrapato ®°.

A MSP1b é codificada pelos genes mslbl e mslb2. Esses genes
apresentaram uma similaridade entre isolados na sequéncia dos aminoacidos,
0 que sugere gue as regides altamente conservadas dessa proteina podem ter
importancia como imunégenos™.

A MSP2 é uma proteina imunodominate de superficie, codificada por
uma familia de genes polimérficos®. A inoculacdo de bovinos com membrana
externa de A. marginale resultou em protecao de 70 %, a qual se correlacionou
com os titulos de anticorpos contra MSP2%.

A MSP3 é codificada por uma familia multigénica, responsavel por
importantes variacdes antigénicas encontradas na superficie da A. marginale®.
Altos niveis de anticorpos contra essa proteina foram detectados em soros de
bovinos cerca de 30 dias ap0s a infeccdo por A. marginale e em animais
portadores por pelo menos cinco anos®®. Bovinos imunizados com MSP3 nativa
apresentaram um retardo no surgimento da riquetsemia apés a aplicacdo>’.

A MSP4, codificada por gene de coépia Unica, € uma proteina
conservada entre diferentes isolados geograficos de A. marginale, incluindo os

varios estados brasileiros 47

e esta presente na membrana interna e externa
dessa riquétsia®’. Os soros de bovinos imunizados com membrana externa de
A. marginale e em seguida desafiados, reconheceram a MSP4°®.

A MSP5 é uma proteina que apresenta um epitopo altamente
conservado entre diferentes isolados geograficos de A. marginale®. Devido a
essa conservacdo foi desenvolvido por Knowles (1996)®° um método
diagnéstico por ELISA competitivo que utiliza a MSP5 como antigeno, sendo

capaz de detectar anticorpos especificos contra A. marginale.
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2.1.7- Producgao de moléculas sintéticas equivalentes as MSPs

Uma importante técnica da biologia molecular empregada para
produzir moléculas sintéticas equivalentes as biomoléculas € o phage display.
Com esta técnica é possivel selecionar e isolar vetores de clonagem gerados a
partir de bibliotecas gendmicas, juntamente com seu produto génico,
normalmente um peptideo. Por meio da utilizacdo de fagos filamentosos
infecciosos € possivel rastrear clones, devido a ligacdo do peptideo de
interesse, com o vetor de clonagem que o expressou, por exemplo, proteinas
de superficie de bactérias como a A. marginale®.

O peptideo ou proteina expressa na superficie do fago possibilita a
selecdo de sequéncia baseada na afinidade de ligagdo a uma molécula alvo
por um processo de selecdo in vitro denominado biopanning, realizado pela
incubacéao da biblioteca de peptideos expostos em fagos contra o alvo.

A complementaridade € comprovada através da imobilizacdo do alvo em
um suporte sdlido tais como, placas de ELISA em que os fagos néo ligantes ao
alvo sdo eliminados por lavagens sucessivas e o0s fagos especificos
permanecem ligados para proxima eluicdo. O conjunto de fagos especificos é
amplificado para os ciclos posteriores de selecdo bioldgica, que envolvem a
ligacdo, eluicdo e amplificacdo, com isso ocorre o enriquecimento daqueles
peptideos com sequéncia especificas que reconhecem o alvo. Apdés trés a
cinco ciclos, os clones individuais sdo caracterizados por sequenciamento de
DNA, western blotting ou ELISA em que a andlise por bioinformatica é capaz
de evidenciar a sequéncia em comum entre os peptideos ligantes revelando o
motivo necessario para ligacao® 3.

As bibliotecas de proteinas sdo apresentadas em particulas de fagos.
Em cada ciclo, os fagos reativos ao alvo sdo selecionados, seguido pela
lavagem e remocé&o dos fagos néo ligantes. Os fagos remanescentes sao entao
amplificados pela infeccdo em bactérias E. coli e utilizados em outro ciclo de
selecdo, para a maturacao da afinidade de ligacdo ao alvo especifico. O DNA
de cada clone selecionado pode ser sequenciado e revelar a sequéncia da
proteina apresentada. A Figura 7 ilustra a selecdo de proteinas ligantes a partir
de uma biblioteca de phage display. Uma das grandes vantagens apresentadas

pela técnica de phage display pode ser resumida na capacidade de
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mapeamento de epitopos de anticorpos que associada a engenharia dos
fagos oferecem novas oportunidades em varios setores na bionanotecnologia,
como na quimica aplicada a fabricacdo de materiais bioseletivos. Com
possiveis aplicacbes na construcdo de drogas, biossensores e

nanoeletrénicos®%>

Figura 7: Esquema ilustrativo de selecéo de proteinas por phage display®.
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E.Coli dos fagos eluidos

Fonte: Santos, 2011.

2.2 BIOSSENSORES

Os biossensores séo dispositivos analiticos compostos por uma camada
de reconhecimento biolégico imobilizada sobre um transdutor®’. Uma definigéo
mais elaborada, proposta pela IUPAC®®, um biossensor é um dispositivo
integrado que é capaz de fornecer quantidade especifica de informacéao
analitica usando um elemento de reconhecimento biol6gico (receptor
bioquimico) em contato espacial direto com o transdutor. Um biossensor deve

S5
—



ser claramente distinguivel de um processo bioanalitico, o qual requer etapas
de processamento adicional tal como adicdo de reagente. Um esquema de

um biossensor pode ser visto na Figura 8 °.

Figura 8: Esquema de um biossensor.
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Fonte: Yanaga, 2006.

As principais caracteristicas destes dispositivos, que 0s convertem em
opcOes altamente atrativas no mercado, capazes de competir com outros tipos
de tecnologia sdo: sua especificidade, alta sensibilidade, curto tempo de
andlise, capacidade de inclusdo em sistemas integrados, facilidade de
automatizacéo, andlise em tempo real, versatilidade e baixo custo.

O transdutor é o elemento que recebe os sinais fisico-quimicos do
processo biocatalitico, geradas pela interacdo biorreceptor-analito e as
converte em um sinal que pode ser eletronicamente visualizado, amplificado e
armazenado’®-. O sistema de transducéo deve ser adequado ao sensor de
acordo com a natureza da interagdo bioquimica com as espécies de interesse
"0 tipo de transducdo de sinal esta diretamente relacionado & caracteristica
fisica ou quimica do produto gerado pelo componente bioldgico™ "®. Os tipos

de transducao mais comumente utilizados sao apresentados no Quadro 1.
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Quadro 1: Principais sistemas de transduc¢ao aplicados no desenvolvimento
de biossensor e técnicas de detecgéo.

Amperometria

Potenciometria

Espectroscopia de impedancia
Eletroquimico eletroquimica

Voltametria ciclica

Voltametria de pulso diferencial

Voltametria de onda quadrada

Elétrico Condutividade
Luminescéncia
Interferometria
Elipsometria

Optico Fluorescéncia

indice de refracdo

Ressonancia plasmonica de
superficie (SPR)
o Calorimetria
Térmico .
Termistores
_ . Microbalanga de cristal de quartzo
Piezelétrico o .
Ondas acusticas de superficie
Mecanico Microscopia de forca atémica (AFM)

Fonte: Autor, 2015.

Os transdutores eletroquimicos, piezoelétricos e Opticos tém sido os
mais empregados na construgdo de biossensores por apresentarem maior
sensibilidade™.

Dentre outras vantagens dos biossensores amperomeétricos e
potenciométricos, quando comparados a outros sistemas de transducéo,
podem citar a facilidade de construcéo, baixo custo e estabilidade.

Admitindo que as biomoléculas sejam amplamente utilizadas para o

reconhecimento molecular de substancias, os biossensores podem ser
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aplicados nas mais diversas areas: em diagnosticos clinicos, incluindo os
testes rapidos para dosagens bioguimicas, no controle ambiental para o
monitoramento de substancias como fendis, pesticidas e metais pesados, no
controle de qualidade de matéria prima e produto processado da industria de
alimentos, avaliagdo de contaminacao microbiana, concentracao de nutrientes
e corantes, e na industria de fermentacbes, no monitoramento e controle
continuo da composicdo de biomassa, substrato, produtos e subprodutos
presentes no meio’* ’°.

As caracteristicas de reconhecimento dos biossensores sao geralmente
determinadas por elementos seletivos presentes na membrana de
reconhecimento’. A composicdo do analito de interesse quanto do elemento
de reconhecimento biolégico sdo de grande importancia para garantir o
desempenho do sensor, e podem ser relacionados a parametros como
seletividade, sensibilidade, estabilidade, tempo de resposta e possibilidade de
reutilizagdo do mesmo’®.

Uma das caracteristicas mais importantes de um biossensor esta
relacionada a elevada especificidade conferida pelo bioelemento seletivo a que
est4 associado’’. Desta forma, para um bom desempenho, é necesséaria uma
concentracdo adequada do bioelemento, além de baixas interacbes nao
especificas e estabilidade do biocomponente imobilizado. A capacidade
seletiva do biossensor esta diretamente relacionada com a estrutura, a funcéo
do bioelemento e sua interacdo com o analito. Fatores interferentes, mesmo
em concentracdes significativamente superiores as moléculas a serem
detectadas na amostra bioldgica, ndo devem exercer influéncia na resposta
analitica™.

Outra caracteristica indispensavel no desenvolvimento de um biossensor
esta no fato dele apresentar um reduzido tempo de resposta, o que possibilita a
sua aplicagdo no monitoramento e deteccdao em tempo real da presenca ou
atividade de uma determinada substancia’®. Processos analiticos que
apresentem um longo tempo de resposta devido a um processo cinético lento,
por exemplo, podem limitar suas possiveis aplicacbes e impedem que as
respostas sejam obtidas em tempo real. Adicionalmente deve possuir elevada
estabilidade, tanto operacional como de armazenamento, o0 que depende

significativamente do método de imobilizacdo escolhido para o bioelemento. A
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possibilidade de reutilizacdo € outra caracteristica relevante para o0s
biossensores, que, além de diminuir os gastos com reagentes, e
consequentemente, o custo de cada ensaio, geralmente assegura maior
reprodutibilidade aos resultados’.

O biorreceptor ou camada de reconhecimento pode ser definido como
sendo o0 elemento biologicamente ativo, o qual interage de forma especifica
com o analito, gerando uma alteracdo em um ou mais parametros fisico-
quimicos associados com esta interacdo’®. O biorreceptor é responséavel pelo
reconhecimento do analito e também pela especificidade do sensor’* ™.

O tipo de biomolécula imobilizada sobre o transdutor ocasiona distingéo
entre 0s biossensores no que tange a sua aplicacdo. Sendo assim, 0s
biossensores podem ser classificados em enziméaticos, quando o componente
biolégico € uma enzima; microbiolégicos, quando o componente €
representado por fungos, bactérias, organelas vegetais e animais dentre
outras; genossensores, quando as biomoléculas sdo oligonucleotideos,
produtos de PCR ou fragmentos de DNA, imunossensores, quando as
biomoléculas sdo antigenos ou anticorpos.

Nestes dois Ultimos, temos que 0s genossensores baseiam-se na
imobilizacdo de fragmentos de DNA ou oligonucleotideos. A simples fita
(ssDNA), apos interacdo com alvo complementar regenera a dupla fita
(dsDNA), num processo conhecido como hibridizacdo. Este sinal pode ser
detectado diretamente ou indiretamente por meio de intercaladores como o
brometo de etidio e azul de metileno®.

J& os imunossensores baseiam-se no uso de um anticorpo que interage
especificamente com o antigeno a ser testado ou detectado. A especificidade
da interagdo antigeno-anticorpo permite o desenvolvimento de imunossensores

para diagnésticos clinicos, monitoramento ambiental, dentre outros®.

2.2.1 Camada de reconhecimento para o desenvolvimento de

genossensor

No caso dos genossensores, a molécula de reconhecimento imobilizada
na superficie do transdutor pode ser uma simples fita DNA, oligonucleotideos

ou simplesmente bases nitrogenadas.
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Do ponto de vista quimico, o DNA é uma biomolécula, formada por
unidades de nucleotideos. Cada nucleotideo é formado por uma pentose
(desoxirribose) ligado em uma das extremidades a um grupo fosfato e na
outra extremidade a uma base nitrogenada. Os nucleotideos estdo ligados
entre si por ligacdes fosfodiéster, conforme apresentado na Figura 9. Nas
moléculas de agucar sempre encontramos ligado covalentemente as bases
nitrogenadas purinicas (adenina e guanina) e as pirimidinicas (citosina e timina)

conforme apresentado na Figura 10 8.

Figura 9: Ligacéo fosfodiéster entre nucleotideos.

—Base

Ligagao |
fosfodiéster

Fonte: Vinicius, 2012.

O crescimento da cadeia de DNA, através dos nucleotideos, ocorre entre
0s grupos hidroxila do carbono-3 da pentose de um nucleotideo se ligando ao
grupo fosfato que por sua vez esta ligado a hidroxila do carbono-5 da pentose
de outro nucleotideo, ou seja, a cadeia de DNA fica com uma diregdo bem
definida, na dire¢éo de 5' para 3'.

Na hibridizacdo do DNA o pareamento das bases de cada fita se da de
maneira ordenada, sempre uma purinica com uma pirimidinica,
especificamente a adenina com timina e citosina com guanina, através de

ligacbes de hidrogénio o que promove uma estabilidade da dupla fita

en
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juntamente com as intera¢des hidrofobicas que forcam as bases nitrogenadas
a ficarem na regido interior do DNA. A Figura 10 também mostra as duas
ligacbes de hidrogénio entre a adenina e a timina e as trés ligacdes de

hidrogénio entre a guanina e a citosina’®.

Figura 10: Formacé&o das ligacbes de hidrogénio entre as bases nitrogenadas

purinicas e pirimidinicas.
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Fonte: Alberts et al., 2002.

Esse tipo de pareamento de bases ocorre no DNA de dupla fita. James
Watson e Francis Crick em 1953% postularam um modelo tridimensional que
consistia de duas cadeias em forma de hélice de DNA em torno do proéprio eixo
para formar uma dupla hélice. A estrutura hidrofilica de desoxirribose alternada
e grupos fosfato esta na parte externa da hélice, em frente a 4gua circundante.
As bases purinas e pirimidinas de ambas as fitas estao voltadas para dentro da
hélice, com sua estrutura hidrofébica e quase planar proximas e
perpendiculares ao longo eixo. Cada base de nucleotideo de uma fita esta
pareada no mesmo plano com a base da outra fita 3. Uma ilustracéo das

ligacbes entre os pares de base e a forma da dupla hélice € mostrada na
Figurall &
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Figura 11: Modelo de estrutura do DNA proposto por Watson e Crick.

P = Fosfato D = Desoxirribose

Dupla-hélice

Cadeia de nucleotideos Duas cadeias pareadas, no plano Dupla-hélice

Fonte: Silva; Sasson, 2002.

Um genossensor béasico é desenvolvido pela imobilizacdo de um
oligonucleotideo® de simples fita, produtos de PCR (Polymerase Chain
Reaction)® sobre a superficie de um transdutor para reconhecer a sequéncia
de DNA complementar através de hibridizacdo. Métodos diretos e indiretos séo
usados para deteccdo da imobilizacdo de sonda e alvo sobre a matriz. Um
esquema de um possivel genossensor pode ser visto na Figura 12 .
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Figura 12: Esquema de um Genossensor
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Fonte: Drummond; Hills; Barthon, 2003.

2.2.2 Camada de reconhecimento para o desenvolvimento de

imunossensor

Conforme ja mencionado anteriormente, os biossensores baseados na
interacdo imunoldgica de um antigeno (Ag) com um anticorpo (Ac) especifico
sdo denominados de imunossensores, esses sdo capazes de monitorar o
complexo formado entre antigeno-anticorpo®-®’.

Anticorpos sdo glicoproteinas de formato globular secretadas por
linfécitos B que conferem a caracteristica de especificidade da resposta imune
humoral adquirida. Eles sdo produzidos pelos animais em resposta a presenca
de substancias estranhas denominadas de imundgenos ou antigenos. Os
anticorpos sao formados por duas cadeias polipeptidicas: duas cadeias
idénticas entre si denominadas cadeias pesadas e duas cadeias idénticas entre
si chamadas cadeias leves. As cadeias leves se ligam as cadeias pesadas por
ligagbes dissulfeto, S-S. Distribuidos pelas cadeias encontram-se estruturas
denominadas dominios, sequéncias repetitivas de aminoacidos que assumem
conformacado particular, podendo ser constantes ou varidveis. A Figura 13

ilustra a estrutura geral das cadeias de um anticorpo .
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Figural3: Estrutura de um anticorpo com destaque para as cadeias leves e

pesadas e para o sitio de ligacao do antigeno.

Fonte: Disponivel em: http:// www.mielomamultiplo.org/tag/o-que-sao-cadeias-

cadeia leve

cadeia pesada

leves. Acesso em: 05 out. 2014.

Os anticorpos séo classificados de acordo com o tipo de cadeia pesada
gue apresentem [isotipos gama (y), mu (M), épsilon (€), delta (d) e alfa (a)]: y —
IgG (subclasses IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4), 6 — IgD, € — IgE, p - IgM e a — IgA
(subclasses IgAl e IgA2). As cadeias pesadas de uma molécula de 1gG
interagem até o fim e, entdo, se ramificam separadamente com as duas
cadeias leves formando uma molécula na forma de um Y .

Um antigeno € qualquer molécula ou patégeno capaz de provocar uma
resposta imunoldgica. Pode ser um virus, uma parede celular bacteriana, uma
proteina individual ou outra macromolécula. A maneira mais simples e direta
dos Ac protegerem o hospedeiro contra agentes patogénicos ou seus produtos
toxicos é através da neutralizacdo. Nesse mecanismo o0 Ac se liga ao patdogeno
(ou toxina) blogueando o acesso destes as células que poderiam ser infectadas
ou destruidas. Em seguida, o patdogeno neutralizado é fagocitado por
macrofagos. Esse mecanismo é importante, por exemplo, contra patdgenos
como 0s virus que ao serem neutralizados pelos Ac sdo impedidos de penetrar

nas células e replicarem®®
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Atraves de ligagGes ndo-covalentes, como ligagées de hidrogénio e —»

2

ligagdes ibnicas, assim como interacdes de Van der Waals e hidrofobicas os
anticorpos ou imunoglobulinas produzidos tém elevada complementaridade
com o0s antigenos correspondentes e vice-versa. A ligacdo entre antigeno e
anticorpo pode ser vista na Figura 14 %,

Figura 14: Ligacdo do anticorpo IgG ao antigeno especifico.

N/=e

Anticorpo Complexo antigeno-anticorpo

Fonte: Lehninger, 2004.

O desenvolvimento de biossensores paltados nas interacdes antigeno e
anticorpos tornaram-se importantes, em varias areas da medicina que estudam
o diagnostico das doencas infectocontagiosas no homem. Também sao
excepcionais as aplicagcbes dos imunossensores na pecudria, principalmente,
no diagnostico de doencas como a anaplasmose bovina, que por sua vez,
possui grande importancia econémica, com perdas por mortalidade, diminuicéo
na producdo de carne, leite e derivados’. Devido & dificuldade de antigenos e
anticorpos apresentarem respostas eletroquimicas, isto é, variacbes em
corrente e carga, 0S primeiros imunossensores utilizaram-se de técnicas
pticas e condutimétricas™. Além dessas técnicas de deteccdo, também vale
ressaltar que o estudo da interacdo antigeno-anticorpo pode ser realizado
através da deteccdo indireta, para isso, basta adicionar um intercalador de
proteina que seja eletroativo, 4-aminoantipirina, € monitorar o sinal de corrente

desse intercalador ao interagir com o complexo antigeno-anticorpo em estudo.



2.2.3 Intercalador de proteina para o desenvolvimento de um [/
Q\

imunossensor

A Figura 15 representa a estrutura quimica da 4-aminoantipirina (4-
AAP).

Figura 15: Estrutura quimica da 4-AAP
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Fonte: Autor, 2015.

A 4-aminoantipirina € uma base orgéanica de sabor ligeiramente amargo,
utilizada na sintese de farmacos como os antipiréticos (antitérmicos),
analgésicos e anti-reumaticos. Essa substancia também é comercializada
como fenazona, dimetiloxichinizina ou 1-fenil-2,3-dimetil-5-piazolona. A respeito
de suas principais propriedades podemos mencionar que a referida substancia
apresenta-se como um soélido branco e cristalino nas condicdes ambiente,
bastante estavel, com temperatura de fusdo e ebulicdo por volta de 111,5°C e
319°C respectivamente e densidade igual a 1,19 g/ cm®. A dose letal (DL50)
em ratazana é de 1, 705 mg kg™, como isso, verifica se que a 4-AAP pode ser
classificada como uma substéancia relativamente toxica para ratos, em virtude
do seu baixo valor para a DL50%*.

A 4-aminoantipirina € uma substancia eletroativa, com isso, ela é
bastante empregada em reacdes de oxirreducdo para quantificar substancia
redox presentes em uma determinada amostra. Uma pratica que emprega essa
metodologia é a quantificacdo de glicose no sangue. A glicose na presenca da

enzima glicose oxidase (GOD) forma o acido glucénico e o perbxido de



hidrogénio, conforme a reacdo representada na equacdo quimica 1. O
perdoxido ao ser catalisado pela peroxidase (POD) ira reagir com a 4-AAP em
presenca de fenol para formar uma substancia de coloracdo vermelha
denominada de 4-antipirilquinonimina, conforme a reacdo representada na
equacao quimica 2. A 4-antipirilquinonimina apresenta absortividade maxima

em 500 nm %2,

Equacédo quimica 1:
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Com isso, a intensidade da coloragcéo do produto formado pela oxidagao
da 4-AAP e do fenol € diretamente proporcional a concentracédo de glicose no
sangue (lei de Lambert-Beer).

Devido a essa propriedade redox da 4-AAP associada a sua capacidade
de interagir com proteinas ou peptideos, essa substancia também é muito
utilizada como intercalador de proteina para o desenvolvimento de

biossensor® %,

\©
Q\



2.2.4 Técnicas de imobilizacéo

O principio basico de qualquer metodologia de imobilizacdo é manter a
maxima atividade da biomolécula na superficie do transdutor evitando ao
méaximo a perda do componente bioldégico por processos de lixiviacao.
Analisando os fatores que influenciam os biocomponentes, como as condi¢des
do meio ou o procedimento de imobilizacdo, € possivel definir a técnica que
possui as condicdes mais adequadas ao sistema em estudo®.

A adsorcéo fisica e a ligacdo covalente sdo as técnicas de imobilizacao
de biomoléculas mais utilizadas, todavia outras estratégias como as de ligacédo
cruzada (cross-linking) e oclusdo (entrapment) também sao freqlientemente
utilizadas. A adsorcéo fisica possui a vantagem de simplicidade, jA que nao
exige qualquer modificagdo quimica, requerendo apenas que uma solucdo
contendo o componente biol6gico seja colocada em contato com o transdutor,
onde a interacdo entre a biomolécula e o transdutor é baseada na formacéao de
forcas atrativas de Van der Waals, ligacdes de hidrogénio e complexos de
transicdo de elétrons. A desvantagem esta associada a dependéncia das
forcas de interacdo as condicbes do experimento, pH, temperatura e forca
iGnica®™ .

No caso de se empregar a imobilizacdo por ligacdo covalente as
principais vantagens estdo associadas ao fato de apresentar baixa resisténcia
difucional e ser estavel sob condicbes adversas, isso é essencial para o
desenvolvimento de um biossensor com maior robustez. A principal
desvantagem desse tipo de imobilizacéo é que a matriz ndo é regenerada’®.

As técnicas de imobilizacdo sdo estudadas de diferentes maneiras na
area de desenvolvimento dos biossensores. Na verdade, quanto melhor ou
mais faceis forem as imobilizacdes, maior a probabilidade de sucesso no
funcionamento dos dispositivos. Uma alternativa para o melhoramento é a
modificacdo da superficie do transdutor com polimeros condutores ou
semicondutores que apresentem em suas estruturas grupos funcionais que

possam interagir com grupamentos especificos das biomoléculas.
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2.2.5 Eletrodos modificados com filmes poliméricos

A fim de melhorar a reatividade e seletividade dos eletrodos
tradicionais (carbono, platina, ouro, entre outros), foram desenvolvidos métodos
para imobilizar espécies com diferentes atividades cataliticas na superficie

919899 Murray (1975)'® denominou esses eletrodos de

destes eletrodos
guimicamente modificados. Essa modificacdo da superficie objetiva pré-
estabelecer e controlar a natureza fisico-quimica da interface eletrodo-solucao,
como forma de alterar sua reatividade e seletividade, ampliando o
desenvolvimento de eletrodos para varios fins e aplicagbes, como o
desenvolvimento de um imunossensor para diagnéstico da anaplasmose
bovina em amostras de soro bovino oriundas da regido Sul do Brasil, conforme
descrito posteriormente na metodologia do presente trabalho.

Uma nova classe de polimeros conhecida como polimeros

intrinsecamente condutores (PIC)'" 102

ou polimeros conjugados, esta sendo
estudada devido as interessantes propriedades elétricas e 6pticas'®® que vém
suprir diversas demandas das areas de microeletrdnica, quimica analitica e
biotecnologia.

A obtencdo dos polimeros condutores é bastante simples, sendo o

método eletroquimico o mais relatado®®.

Como exemplo de reacdo de
eletropolimerizacéo, temos 0 mecanismo proposto para o polipirrol, heterociclo
de cinco membros, em que primeiro ocorre a oxidagdo do mondémero com a
formacdo do cétion-radical, seguida do acoplamento de dois cétions radicais,

com desprotonacao e reconstituicao do sistema aromatico (Figura 16)*°°.
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Figura 16: Mecanismo de eletropolimerizagédo para heterociclos de cinco
membros.
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Fonte: Adaptado de Zoppi, 1993.

Nas reacdes de eletropolimerizacéo, a estabilidade do cation radical € o
fator determinante para obtencdo de um polimero com elevado grau de
conjugacao. Vale ressaltar que um cation radical muito estavel pode difundir do
substrato para o meio reacional dando origem a oligbmeros sollveis, enquanto
gue um cation radical mais reativo pode propiciar o surgimento de varias
reagOes colaterais. As propriedades elétricas e fisico-quimicas do material
eletrossintetizado dependem fortemente das condigbes experimnetais da

eletrossintese, tais como: concentragdo do mondmero, natureza do meio
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eletrolitico, temperatura, uma vez que, essas condi¢cdes interferem nas
caracteristicas estruturais do polimero formado®® 10419

As propriedades dos polimeros condutores dependem de suas
caracteristicas estruturais. Em geral, os PIC’s apresentam uma configuragao de
ligacbGes conjugadas, ou seja, ligacbes simples e duplas alternadas ao longo
das cadeias sao responséaveis pelo processo de conduc¢do eletrénica. Além da
condutividade elétrica, esses elétrons deslocalizados sdo responsaveis por
outras propriedades, como as baixas energias de transicdo Otica e o baixo
potencial de ionizacdo™’.

A condutividade dos polimeros vem dos estados de oxidacao e reducéo,
nestes estados ha perda ou ganho de elétrons nas estruturas dos polimeros.
Quando os polimeros estdo eletricamente carregados, os contra-ions da
solucdo eletrolitica entram na cadeia polimérica produzindo uma
eletroneutralidade. Nos polimeros condutores, os transportadores de carga sao
gerados dentro da cadeia do polimero e os contra-ions sdo denominados
dopantes'®.

A condutividade elétrica de véarios polimeros condutores pode ser comparada
aos metais convencionais, aos semicondutores e aos isolantes, por estarem na
mesma faixa de grandeza da maioria desses materiais'®, conforme

apresentado na Figura 17**°

Figura 17: Escala de condutividade dos polimeros, segundo o aumento dos

niveis de dopagem.
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Os principais tipos de dopagem utilizados sdao denominados: tipo-p e
tipo-n. A dopagem tipo-p dos polimeros conjugados é realizada pela oxidacéo
da estrutura conjugada, como o tiofeno, o pirrol e o furano; enquanto na
dopagem tipo-n ocorre a reducdo da estrutura conjugada, como no caso da
piridina, quinolina e quinoxalina. Ambos os tipos de dopagem ocorrem por meio
de métodos quimicos ou eletroquimicos™**.

Esse processo de intercalacdo de ions oriundos do eletrélito nos
intersticios da malha polimérica é descrito como uma insercdo reversivel de
espécies, favorecendo as interacdes eletrbnicas entre cadeias adjacentes,
flexiveis, sem que ocorram modificacdes drasticas™*?.

Entretanto, a oxirreducdo do polimero provoca significantes
transformacdes na geometria e na estrutura eletrdnica da cadeia polimérica. A
deficiéncia ou o0 excesso de elétrons gera uma alteracdo na densidade
eletrbnica da cadeia. No caso de uma oxidacdo, gera um cétion radical
(polaron), que afeta a energia de banda proibida (gap) provocando o
aparecimento de um estado eletronico localizado entre as bandas de valéncia e
conducdo™®. O polaron pode mover-se liviemente ao longo da cadeia e
associar-se com outros contra-ions oriundos do eletrélito. A presenca do
dopante permite que niveis de energia intermediarios sejam introduzidos na
regido da banda proibida, possibilitando que a transferéncia de elétrons da
banda de valéncia para a banda de conducao seja favorecida com o aumento
do nivel de dopagem™*?.

O interesse em monémeros que na eletrossintese geram polimeros
condutores ou semicondutores esta voltado principalmente para a aplicacao
em sensores bioldgicos, uma vez que, quando eletropolimerizados,
geralmente os grupos funcionais sao preservados, o que facilita a interacao
com o material bioldégico a ser imobilizado sobre os eletrodos modificados
com esses filmes poliméricos. Os filmes poliméricos derivados de éteres
alquil-arilicos e fendis tém sido extensamente estudados pelo grupo
LAFlP/NANOTEC 114,115,116,117,118,119,120,121.
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2.2.6 Caracterizacdo eletroquimica do imunossensor para

diagnodstico da anaplasmose bovina

Conforme ja abordado no item 2.1, a anaplasmose bovina é uma doenca
que ocorre nos seis continentes?>, em regides tropicais, subtropicais e
temperadas, causando severos prejuizos na comercializacdo dos animais
infectados, ou até mesmo dos animais sem imunidade, oriundos de zonas
livres de carrapato para areas de zonas enzoéticas'*. Em se tratando de uma
doenca como a anaplasmose bovina, um diagnostico em tempo real, com
analise rapida e uso de pequenos volumes de amostras bioldgicas se faz
necessario. Para tal, é indispenséavel o desenvolvimento de um imunossensor
gue possibilite a deteccdo do anticorpo no soro do animal infectado ou
sensibilizado (vacina) ao interagir especificamente com o antigeno imobilizado
no transdutor. Vale ressaltar que esse antigeno (peptideo) pode ser obtido
pela tecnologia Phage display (Figura 7, pagina 14). Esses dispositivos
analiticos apresentam tamanho reduzido (miniaturizado), baixo custo e uma
elevada sensibilidade.

Os imunossensores eletroquimicos formam um tipo especial de sensor
em que a resposta de reconhecimento da interacdo Ag-Ac é traduzida por
meio de uma técnica eletroquimica, tal como voltametria ciclica, voltametria
de pulso diferencial, voltametria de onda quadrada ou espectroscopia de

impedancia eletroquimica.

A) Voltametria ciclica

A voltametria ciclica (VC) é uma das técnicas eletroguimicas mais
empregadas na caracterizacdo de um processo eletrédico, nela registra-se a
resposta da corrente de um eletrodo estacionario e pequeno em uma solugao
sem agitacdo quando este é excitado por uma onda triangular de potencial'?*,
O potencial varia linearmente em um sentido até um dado valor, entdo, o
sentido da varredura € invertido e o potencial volta ao valor inicial aplicado

(Figura 18 A).
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Obtém-se, como resposta a essa perturbagao, por exemplo, um par de
picos (catédicos e anddicos), cujos parametros eletroquimicos mais
importantes sdo 0s potenciais de pico catédico e anddico (Epc e Epa), as
correntes de pico catddico e anddico (Ipc e Ipa) e o potencial de meia altura
(Ep/2) ou potencial de meia onda (E1/2), essenciais para caracterizar o

1250 voltamograma é a corrente versus o

processo eletrédico ocorrido
potencial (Figura 18B). Na pratica utilizam-se velocidades de varredura que
variam desde 10 mV s até 10 kVs™, sendo que a maioria dos trabalhos esta

entre 20 e 200 mV st 126,

Figura 18: (A) Sinal de excitacdo para a voltametria ciclica e (B)

Voltamograma ciclico para um processo redox reversivel.
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Fonte: Guo et al., 2004.

A voltametria ciclica proporciona uma visdo global da interface
eletroquimica, sendo, portanto, uma técnica muito usada para estudos
eletroquimicos iniciais, cuja principal utilizacdo tem sido para diagnosticar
mecanismos de reacdo, para a identificacdo de espécies presentes em

solucdo e para a andlise semiquantitativa de velocidades de reacdes *?’.
B) Voltametria de pulso diferencial
Esta modalidade de medi¢do voltamétrica foi introduzida por Barker e

Jenkin em 1952'% Uma melhoria instrumental consideravel na discriminacéo

entre a corrente faradaica, originada pela difusdo das espécies do seio da
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solucdo até a superficie do eletrodo e a corrente capacitiva, originada na
formacdo da dupla camada elétrica na superficie do eletrodo, viria a ser
conquistada com o desenvolvimento das técnicas de pulso. Neste caso a
instrumentacdo foi desenvolvida de tal modo que as medidas de corrente e
aplicacdes de potencial e pulsos de potencial sejam realizadas em intervalos
de tempo muito pequenos.

O objetivo principal foi diminuir o limite de deteccdo das medidas
voltamétricas pelo substancial aumento da discriminacdo entre a corrente
faradaica e capacitiva, atingindo-se limites de deteccdo da ordem de 107 a
10® mol L*.**° A Figura 19 mostra o desenvolvimento instrumental que
possibilitou a voltametria de pulso diferencial (VPD) a fazer medidas de

correntes e aplicacbes de potencial e pulso de potencial em intervalos de
tempo pequenos.

Figura 19: Representacdo esquematica da aplicacdo do potencial em funcgéo

do tempo (t) em VPD: (A) em instrumentos analdgicos, (B) em instrumentos
digitais.
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Fonte: Aleixo, 2014.
C) Voltametria de onda quadrada

Esta técnica consiste de uma onda quadrada simétrica, superposta por

uma base potencial em forma de escada, quando aplicadas no eletrodo de
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trabalho. Os resultados das formas de pico dos voltamogramas sao [

simétricos aos potenciais de meia-onda, e 0s picos de corrente sao @
proporcionais as concentracdes, apresentando uma sensibilidade analitica
maior do que a voltametria de pulso diferencial, em caso de sistemas
totalmente reversiveis alcanca-se o dobro do sinal analitico'®.

A voltametria de pulso diferencial é a técnica mais usada presentemente
para fins analiticos, devido as vantagens apresentadas em relacdo a deteccao
e a resolucao frente as técnicas de corrente continua. Mas, ao lado dela, uma
técnica muito conveniente do ponto de vista analitico que tem sido incorporada
em diversos instrumentos comerciais é a voltametria de onda quadrada (VOQ),
com sensibilidade semelhante ou um pouco melhor, atingindo-se limites de
deteccdo da ordem de 10® a 10° mol L. Nessa técnica também ocorrem
compensagoes da corrente capacitiva, uma vez que, as medidas de correntes
sao realizadas apenas ao final do pulso de potencial, onde a magnitude da

131

corrente ja esta minimizada™". A Figura 20 mostra uma programacao de

potencial usada na voltametria de onda quadrada.

Figura 20: (A) Escada de potencial de largura AEp, altura AEs e periodo T e (B)
sequéncia de potencial vs. tempo usada em voltametria de onda quadrada.
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E
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Fonte: Plambeck, 1982.

A Figura 20 (A) mostra a aplicacédo de potenciais de altura AEs, variando

de acordo com uma escada de potencial com largura AEp num periodo 21. As



correntes elétricas séo medidas no final dos pulsos diretos (1) e reversos (2) \o
e o sinal é dado como uma intensidade da corrente resultante (Al) ja que é o
um sinal obtido diferencialmente Figura (20B). A principal vantagem da VOQ

em relacdo a VPD diz respeito a elevada velocidade de varredura de potencial.
Ainda é importante ressaltar que através da VOQ podem-se estudar os
mecanismos de oxidacdo, reducdo e processos adsortivos ainda que o0s

mesmos sejam totalmente irreversiveis.

D) Espectroscopia de impedéancia eletroquimica

A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) fornece
informacdes importantes relativas as caracteristicas eletroquimicas de um
sistema, como capacitancia da dupla camada (Cgq), resisténcia de transferéncia
de carga (R.), impedéancia de difusdo (Z,) e resisténcia da solucdo (Rs).
Também consiste num método eficiente para avaliar a velocidade de
transferéncia eletrbnica no eletrodo de trabalho quando na presenca de
espécies redox em solucdo, normalmente, em faixa de frequéncia entre 1 MHz
a 1 mHz. A EIE é uma ferramenta que pode predizer a maneira como 0
revestimento dos eletrodos se comportara com o tempo, em relacdo a
Processos Corrosivos ou outros processos™.

Essa técnica descreve a resposta de uma interface eletroquimica a um
sinal de voltagem senoidal de baixa amplitude em funcdo da frequéncia. A
onda sendide de corrente resultante difere no tempo (deslocamento de fase)
com respeito a onda de perturbacdo (voltagem) e a razdo V(t)/I(t) € definida
como a impedancia (Z), contando para a oposicdo combinada de todos os
componentes dentro da célula eletroquimica (resistores, capacitores, indutores)
para o fluxo de elétrons e fons™?. A EIE tem como base a aplicacao de um
potencial ou corrente alternada, sendo uma delas a varidvel controlada,

medindo-se a intensidade e diferenca de fase da outra variavel.

2.2.7 Caracterizagcdo morfolégica do imunossensor por microscopia de

forca atbmica



A microscopia de forca atdmica é uma técnica de caracterizacdo de
superficie por varredura. Essa técnica utiliza uma sonda de varredura de
altissima resolucdo vertical, da ordem de fracbes de um nandémetro. O
microscopio de forca atbmica € uma das ferramentas mais importantes para
geracdo de imagens e manipulacdo da matéria em escala nanométrica™*®

Sabe-se que um microscoépio de forca atbmica possibilita a medicao de
forca de contato mecanico, forcas de Van der Waals, forcas capilares, forca de
ligacdo quimica, forcas eletrostaticas e forcas magnéticas. A construcdo da
imagem atraves do microscopio de forca atdbmica € feita a partir do
mapeamento das deflexdes do cantilever, uma vez que, o sinal do feixe laser
reflete na parte superior do mesmo e este € capturado por uma matriz de
fotodiodos. A Figura 21 representa o esquema de um microscopio de forca
atomica.

As informacdes sdo obtidas pela varredura de um cantilever, o qual
possui uma sonda em sua extremidade constituida tipicamente de silicio ou
nitreto de silicio. A sonda possui uma ponta de raio de curvatura da ordem de
10 nm. Quando esta é colocada préximo a superficie da amostra, forcas entre

a ponta e a amostra levam a um desvio do cantilever'*

Figura 21: Esquema de um microscopio de forca atdmica

FOTO-DIODO \

"LASER"

“CANTILEVER"

TRANSLADADOR MOVIMENTO
PIEZO-ELETRICO DO PZT

Fonte: Disponivel em: www.nanoscience.com/product. Acessado em: 06
de out. 2014.
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2.2.8 Caracterizacdo do imunossensor por Ressonancia de Plasmons de
Superficie (SPR)

Kretschmann e Raether (1968) '* observaram que quando um feixe de
luz monocromatica incide sobre um fino filme metalico em uma configuracao
de reflexdo total atenuada, observa-se diminuicdo da intensidade de luz
refletida. Este fenbmeno foi associado a excitacdo de plasmons na superficie
metalica, mostrando um método conveniente para excitacdo de plasmons em
filmes finos. O principio de construcdo dos chamados sensores de SPR
baseados na configuracdo 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.

Em certos angulos de incidéncia, os elétrons livres do metal (eletrodo de
ouro) oscilam e absorvem energia da radiacdo incidente dando origem a um
campo eletromagnético evanescente devido a formacdo de ondas de
plasmons de superficie (OPS). A Figura 22 mostra uma representacao

esquematica da configuracdo de Kretschmann para SPR®.
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Figura 22: (a) Representagcdo esquematica da configuracdo de Kretschmann
para SPR. O dielétrico em contato com o metal possibilita a transferéncia
ressonante de energia da onda incidente para OPS; (b) Curvas de refletancia
na auséncia (6SPR;) e presenca (BSPR;) de espécies na superficie do filme
metélico; (c) Sensograma esquematico representativo da relagéo entre o 6SPR
(dado em mDA-miligraus de angulo-) e tempo durante a interacdo de espécies

com a superficie do filme metalico™’.
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Fonte: Damos; Mendes; Kubota, 2004.

Essas ondas evanescentes se propagam paralelamente a interface do
metal com o meio dielétrico (FIGURA 22(a)). Quando a radiacdo incidente
transfere energia para a OPS ocorre o fenbmeno da ressonancia entre as
mesmas, sendo detectado pela grande atenuacgéo da intensidade de radiacdo
refletida (FIGURA 22(b)). Sob condicdes de maximo acoplamento entre a
radiacdo incidente e a OPS o0 angulo de incidéncia € denominado angulo de
ressonancia de plasmons de superficie (BSPR) ou angulo de SPR critico,
condicbes maximas de ressonancia da OPS sdo acompanhadas por um
minimo da reflexdo interna total (FIGURA 22(b))**®. Dessa forma, alteracées

nas proximidades da interface metal/ambiente (eletrodo/superficie) promovem

N
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uma alteracdo nas condigbes de ressonancia do sistema, como resultado,
ocorre um deslocamento no 8SPR (FIGURAS 22(a) e 22(b)).

Sabe-se que para a OPS entrar em ressonancia com a radiacao
incidente é necessario que ambas tenham vetores de onda de igual magnitude.
Uma vez que se o vetor de propagacdo da OPS é superior ao da onda
incidente, ndo ocorre excitagdo da OPS mediante o contato direto destas ondas
eletromagnéticas. Portanto, foram desenvolvidos diversos sistemas para elevar
o vetor de onda da luz incidente, de forma que a OPS possa receber energia
da onda incidente através de uma transferéncia ressonante de energia.

Segundo Homola e Koudela (1999)*%

a boa sensibilidade e resolugdo de
sensores de SPR usando um prisma como sistema Optico para elevar o
momento da onda incidente tem resultado em grande uso dessa configuracao.
As propriedades Opticas do sistema, como as constantes dielétricas do
metal, do prisma e da matriz, provocam mudancas no angulo de ressonancia,
tornando possivel aplicar o fenbmeno de SPR ao monitoramento de alteracdes
na superficie do sensor, mediante um acompanhamento do angulo de
ressonancia com o tempo (FIGURA 22(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 informacdes em tempo real e sem
a necessidade de marcadores biolégicos e/ou quimicos sobre velocidade e
extensdo da adsorcao, determinacdo de propriedades dielétricas, cinética de
associacao e dissociacdo, bem como constantes de afinidades em interacdes

especificas®®.

2.3 MODELAGEM MOLECULAR

A modelagem molecular € uma ferramenta de predicdo do
comportamento de sistemas moleculares, por investigacdo de parametros
geométricos e eletrbnicos. Essa técnica ¢é indispensavel para o
desenvolvimento de novos materiais, como no estudo da estrutura espacial e
das interacbes de polimeros condutores ao funcionalizar a superficie do
transdutor no desenvolvimento de novos biossensores. Na modelagem,
emprega-se um conjunto de ferramentas para a construcdo, edigao,

visualizacédo, analise e armazenamento de sistemas moleculares associada a
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técnicas computacionais, que possibilitam o calculo de sistemas mais
complexos e, também, a representacdo tridimensional dos sistemas
analisados™ 141,

A andlise conformacional é o estudo dos diferentes arranjos espaciais
em busca de uma conformacdo mais estavel, a que determina o
comportamento estereoeletrénico de uma molécula. Ela pode ser realizada por
diferentes estratégias, como: busca sistematica; busca randémica; simulacéo
por dindmica molecular ou Monte Carlo; constru¢do da conformacao molecular
a partir de fragmentos moleculares, com estruturas tridimensionais previamente
conhecidas ou sobreposicado molecular'*.

Para determinada estratégia de modelagem utiliza-se a quimica

computacional que engloba a mecanica molecular e a mecanica quantica**.

2.3.1 Mecanica Molecular

Métodos de mecéanica molecular (MM), também conhecidos como
métodos de campo de forca, calculam a energia do sistema em funcao das
posi¢coes nucleares. Considerando a aproximacao de Born-Oppenheimer, em
gque o0s movimentos dos nucleos e dos elétrons podem ser tratados
separadamente. Na MM, a energia da molécula € descrita pela superficie de
energia potencial em termos das posi¢ées nucleares. O calculo da superficie
de energia potencial, em funcdo de coordenadas geométricas, usando um
determinado campo de forca*.

Os campos de forca possibilitam calcular a energia relacionada com
determinada conformacdo de uma molécula, e para isso se baseiam em
parametros referentes a interagdes ligantes, como comprimento e angulo de
ligagbes, angulos de torsdo (diedros), interagbes ndao-ligantes, como
eletrostaticas e de van der Waals. Um campo de forgca adequado a uma
investigacdo em particular deve ser cuidadosamente selecionado™*. Os
calculos utilizam uma série de equagbes derivadas empiricamente para a
superficie de energia potencial, cujo formalismo mateméatico esta baseado num
modelo de mecanica classica de estrutura molecular'®.

Atualmente, os computadores de alta velocidade e as linguagens

especiais de programacado tornaram a simulacdo uma poderosa técnica para
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obter solugbes aproximadas de muitos problemas complexos, ou
analiticamente insoluveis. No método de Monte Carlo os dados sé&o
formulados a partir de um gerador de nimeros aleatérios e das distribuicées
de frequéncias de interesse, as quais caracterizam 0s processos estocasticos
considerados pelo modelo de simulacdo utilizado. Esta simulagdo € um
processo que projeta o comportamento de um sistema real e conduz
experimentos de amostragem, com o proposito de entender o comportamento
do sistema em estudo™*®.

A execucdo do método de Monte Carlo envolve, basicamente, trés
passos: Estabelecimento das populacdes de interesse, a obtencdo de amostras
aleatérias dessas populacdes para calcular as estatisticas de interesse e a
criacdo da distribuicdo de frequéncia da estatistica de interesse. Em se
tratando de sistemas mais complexos uma das principais aplica¢cdes do Método
de Monte Carlo é atraves das Cadeias de Markov e suas duas principais
ferramentas: o algoritmo de Metropolis-Hastings e o Amostrador de Gibbs,
técnicas de simulacg&o interativa®®’.

O algoritmo de Metropolis-Hastings permite gerar uma amostra da
distribuicdo conjunta a partir das distribuicdes condicionais completas, que
podem possuir forma fechada ou ndo fechada®®.

O amostrador de Gibbs € um caso especial do Metropolis-Hastings em
que o valor aleatoério é sempre aceito. Nesse caso é indispensavel especificar
como construir uma cadeia de Markov em que valores convergem para a
distribuicdo de interesse. A chave para o amostrador de Gibbs é se considerar
a distribuicdo condicional univariada, quando todas as variaveis aleatérias sédo

mais faceis de simular do que distribuices conjuntas complexas™*°.

2.3.2 Mecanica quéantica

Os métodos de mecanica quantica descrevem as moléculas em termos
de interacbes entre o nucleo e os elétrons, e 0 ponto de partida para o estudo
desses métodos é a equacao de Schrodinger'®. Em um sistema multieletrdnico
e multinuclear, o numero de termos aumenta e a funcdo de onda fica com mais
variaveis, com isso, a dificuldade de se resolver a equagao cresce

exponencialmente.
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Ha métodos quéanticos como, os ab initio, semi-empiricos, Teoria do
Funcional da Densidade (DFT) que fornecem parametros quanticos e
possuem varias aplicacbes em quimica computacional. Com esses métodos é
possivel definir um grande numero de propriedades atbmicas e moleculares,
caracterizando propriedades relacionadas a reatividade, forma e modo de
ligacdo de fragmentos e substituintes moleculares. Através desses métodos,
uma série de descritores moleculares é obtida, possibilitando a identificacdo de
muitas propriedades geométricas e eletrbnicas das moléculas e suas
interacdes relacionadas a estrutura eletrénica (interagcdes 1, espectroscopia de
infravermelho, mapa do potencial eletrostatico, ordem de ligacdo, energia dos

orbitais de fronteira, além de outras) **.
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3 JUSTIFICATIVA

A deteccdo de doencas tais como a anaplasmose, nos estagios
iniciais, é de extrema importancia, visto que as plataformas diagnosticas
existentes ndo apresentam especificidade e sensitividade elevadas, podendo
haver reacdes cruzadas com outros tipos de doencgas e respostas positivas em
animais sensibilizados. Além disso, os testes sdo realizados em laboratorio,
com a necessidade de profissionais especializados e instrumentacdo de alto
custo. Dentro deste contexto, ha a necessidade de um método que seja rapido,
seletivo, especifico, sensivel e de facil manuseio, caracteristicas essas

encontradas nos biossensores.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo desse estudo foi desenvolver uma plataforma funcionalizada
com o poli (acido 3-hidroxibenzodico), para a deteccdo de bases nitrogendas,
oligonucleotideos e anticorpos contra a proteina de superficie (Am1) da A.

marginale.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Caracterizar os eletrodos modificados com o filme polimérico.

v Verificar a ocorréncia de interacdo entre os eletrodos modificados com os
oligonucleotideos e com as bases nitrogenadas (puricas e pirimidicas).

v |dentificar a estrutura mais estavel do bisdecamero derivado do 3-HBA a
partir de modelagem molecular.

v' Cararcterizar a estrutura tridimensional das proteinas Am1 e Am2.

v’ ldentificar as interacdes do poli (3-HBA) com a proteina principal de
superficie (MSP1) da A. marginale a partir da modelagem molecular.

v Verificar a interacdo do elemento de reconhecimento biol6gico (Am1) com
a superficie sensora.

v" Analisar a distribuicdo parcial de carga da 4-AAP e do cr (4-AAP) e a
densidade de spin do cr (4-AAP).

v' Detectar os alvos complementares as biomoléculas imobilizadas sobre a
superficie dos eletrodos de grafite.

v Caracterizar o biossensor produzido, antes e apds a interacdo com alvos
complementares e ndo complementares, utilizando técnicas eletroquimicas
e de analise morfoldgica de superficie.

v' Analisar o desempenho do biossensor (sensibilidade, estabilidade, e

seletividade) frente aos analitos alvo.
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5 PARTE EXPERIMENTAL

5.1 MATERIAIS E SOLUCOES

Todas as solucbes foram preparadas imediatamente antes de cada
procedimento experimental, e deaeradas com N, por aproximadamente 40
minutos.

Todos os reagentes quimicos utilizados neste trabalho foram P.A (pro-
analise), utilizados conforme recebidos. Para preparo das solu¢cdes aquosas,
foi utilizada &gua ultra purificada em sistema Millipore Milli-Q, com resistividade
acima de 18 MQ cm e autoclavada quando utilizada para preparo de solucdes
tampao.

Todos os experimentos foram realizados a temperatura ambiente (25 +
1°C), excecdes serdo mencionadas na descricdo do préprio procedimento.

O procedimento de preparo para cada solucdo utilizada no presente

trabalho é descrito abaixo:

Solucdo de Acido Perclérico (0,50 mol L™): Em um baldo volumétrico de
1,0 L adicionou-se 43,20 mL de HCIO4 concentrado (Merck, 98%) e completou-

se o0 volume total com agua deionizada.

Solucdo de ferrofferricianeto de potassio (5,00 mmol LY contendo
0,10 mol L™ de KCI): Em um baldo volumétrico de 100 mL adicionou-se
0,16460 g de K3Fe(CN)s (Reagen, 99%) ; 0,21120 g de K4Fe(CN)es.3H20 (Vetec,
99%) e 0,74560 g de KCI (Vetec, 99%) e completou-se o volume total com

agua deionizada.

Solucdo de ferrofferricianeto de potassio (0,33 mmol L™ contendo
1,00 mol L* de KCI): Em um baldo volumétrico de 100 mL adicionou-se
0,01087 g de K3Fe(CN)s (Reagen, 99%) ; 0,01394 g de K4Fe(CN)g.3H20 (Vetec,
99%) e 0,74560 g de KCI (Vetec, 99%) e completou-se o volume total com

agua deionizada.
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Solucdo de 3-HBA (2,50 mmol L™): Em um baldo volumétrico de
100 mL adicionou-se 0,03450 g do mondmero (Acros Organics, 99%) e
completou-se o volume total com solucdo aquosa de HCIO4
0,50 mol L™,

Solucdo de hidroxido de sédio (0,10 mol L™): Em um baldo
volumétrico de 100 mL adicionou-se 0,40000 g de NaOH (Vetec, 99%) e

completou-se o volume total com agua deionizada.

Solucdo Tampdo Acetato (0,1 mol L™ pH 4,3): Em um baldo
volumétrico de 500 mL adicionou-se 1,49800 g de CH3COONa
(Dindmica, 99%) e 1,82 mL de &acido acético glacial (CH3COOH)
(Henrifarma, 99%) e completou-se o volume total com agua deionizada

ajustando o pH para o valor de 4 com solugéo de NaOH 0,10 mol L™.

Solucdo Tampa&o Fosfato Salino (PBS) (0,10 mol L™ pH 7,3): Em um
baldo volumétrico de 500 mL adicionou-se 0,72000 g de fosfato de sodio
dibasico (Na;HPO,) (Synth, 99%), 0,12000 g de fosfato de potéssio
monobasico (KH,PO,), 4,00000 g de NaCl e 0,10000 g de KCI e
completou-se o volume total com agua deionizada ajustando o pH para o

valor de 7,3 com solugdo de NaOH 0,10 mol L™.

Solucdo Tampéo Citrato de sédio salino SSC (30 mmol L™ de citrato
de sodio; pH 7, contendo 300 mmol L de NaCl): Em um baldo
volumétrico de 50 mL adicionou-se 0,44150 g de citrato de sodio (Synth,
99%) e 0,08767 g de NaCl (Biotec, 99%) e completou-se o volume total
com agua deionizada ajustando o pH para o valor de 7 com solucéo de
NaOH 0,10 mol L™.

Solucdo Tampdo Fosfato (0,10 mol L™ pH 7,3): Em um baldo
volumétrico de 500 mL adicionou-se 4,35000 g de Na,HPO, (Vetec,
99%) e 2,32000 g de NaH,PO, (Vetec, 99%) e completou-se o volume
total com &gua deionizada ajustando o pH da solucdo para 7,3 com
solugcdo de NaOH 0,10 mol L™.




< Solucdo de bases nitrogenadas: Guanina e Adenina 10 mmol L™
Citosina e Timina 10 mmol L™. Todas as bases nitrogenadas (Ultra Nl
pure, 99%), tiveram suas massas e volumes adequados para as
concentracbes desejadas. Uma solucdo adicional contendo a mistura
das bases nitrogenadas foi preparada, mantendo as concentracdes
desejadas.

X/

s Solucdo de peptideo Aml: as amostras de peptideos foram
preparadas a partir de diluicdes da solugcdo estoque (9 pg pL™)
fornecidas pelo INGEB-UFU. A partir da solugcdo estoque efetuou-se a
diluicho em tampao acetato pH 4,3 para que em 18 pL da amostra
contivesse 1 pg de peptideo (0,055 ug pL™).

% Solucbes de IgG* e IgG™: as amostras de soros sanguineos de animais

contaminados com Anaplasma marginale contendo os anticorpos anti

MSP1la(lgG+) e soros de animais saudaveis (IgG-) foram diluidas a partir

das solucbes estoques fornecidas pelo INGEB-UFU em varias

propor¢des v/iv (1:25, 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1000) em
tampao PBS pH 7,3. As legendas das Figuras apresentadas nos
resultados e discusséo desse trabalho contém a proporcdo da diluicdo

realizada no experimento.

% Solugdes dos interferentes: Bigemina bovis, Bigemina marginale e
Brucelose: as amostras de soros sanguineos de animais contaminados
com essas doencgas contendo os anticorpos especificos para cada uma
delas foram diluidas a partir das solu¢des estoques fornecidas pelo
INGEB-UFU na proporc¢éo 1:50 v/v em tampéao PBS pH 7,3.

% Solucdo de 4-aminoantipirina (4-AAP) a 10 mmol L* Em um
eppendorf de 1 mL adicionou-se 0,00203 g de 4-AAP (Synth, 99%) e

completou-se o volume final do eppendorf com agua deionizada.



5.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

5.2.1 Preparacao e construcao dos eletrodos de grafite

Os eletrodos de grafite (EG) foram preparados conforme fluxograma
apresentado na Figura 23, a partir de barras de grafite (100 x 0,6 mm) obtidas
da Alfa Aesar (99,9999%)™2. Na etapa | as barras foram cortadas em

tamanhos menores, gerando discos de grafite com espessura entre 1 a 2 mm.

Figura 23: Fluxograma de preparacgao dos eletrodos de grafite.

I edeyg

Etapa IV

Fonte: Ferreira, 2009.

A etapa Il mostra o grafite sendo unido a uma base de latédo, revestida
de teflon, por cola condutora (cola de prata, 90% de prata e 10% de araldite).
Na etapa lll, os espacos vazios entre a base e o teflon foram preenchidos com
cola Araldite®. Apds 24 h, estes eletrodos foram lixados lixa d’agua 200, 1200
(Marca 3M) sucessivamente para remocdo do excesso de Araldite® e
consecutivo polimento da superficie do eletrodo. A etapa IV mostra o polimento
final realizado com suspensdo aquosa de alumina 0,30 um (Micropolish A,
Buehler) sobre feltro. Apos isso, o EG foi limpo em agua com ultrassom por 10
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minutos e enxaguado com agua destilada em abundancia e seco com Nz ultra
puro. A etapa V mostra os EG sendo conectados ao suporte de base para 1w

utilizacao e a etapa VI mostra a realimentacao apos a utilizacao.
5.2.2 Selecdao dos eletrodos de grafite

Antes do procedimento de eletropolimerizacdo, os eletrodos foram
condicionados e selecionados através de dois ensaios eletroquimicos. No
primeiro procedimento os EG foram ciclados sucessivamente com 4 ciclos de
potencial na faixa de + 0,00 a + 1,20 V em solugéo de HCIO4 (aq), divididos em
duas etapas de dois ciclos, sendo esta ultima registrada para posterior analise.
No segundo procedimento os eletrodos foram lavados com agua deionizada,
secos sob fluxo de N, e analisados agora em solugéo de K4sFe(CN)s/K3Fe(CN)s,
cobrindo a faixa de potencial de — 0,20 a + 0,70 V. Os voltamogramas ciclicos
foram registrados para posterior andlise e selecao. Os potenciostatos utilizados
foram CH Instruments modelo 760C, e Ecochemie modelo 302N com mddulo
FRAZ2.

O eletrodo de trabalho conectado a base (Figura 24 (a)), eletrodo auxiliar
placa de platina (area geométrica 2,0 cm?) (Figura 24 (b)) e o eletrodo de
referéncia de Ag/AgCl, KCI (3,00 mol L) (Figura 24 (c)) utilizados em todas as
analises realizadas neste trabalho estdo ao lado de uma caneta esferografica,
ideia de dimensao (Figura 24).



Figura 24: Eletrodo de grafite conectado a base (a), eletrodo auxiliar de
platina (b) e eletrodo de referéncia Ag/AgCl (c), comparados a uma caneta

esferografica.

Fonte: Autor, 2015.
5.2.3 Eletropolimerizagdo do acido 3-hidroxibenzoico

Para a eletropolimerizagdo do monémero (3-HBA) foi utilizada uma
célula eletroquimica de trés compartimentos, com volume total de trabalho de
25 mL. O eletrodo de trabalho utilizado foi um disco de grafite (Figura 24 a),
com area geométrica de 29,7 mm?®.

O crescimento dos filmes poliméricos foi realizado através de voltametria
ciclica. Foram realizados 10 ciclos de potencial com velocidade de varredura
de 50 mV s*, na janela de potencial de 0,00 a + 1,20 V em solucdo aquosa de
acido perclérico contendo 3-HBA a 2,5 mmol L. Apés a eletropolimerizacéo,
os eletrodos contendo os filmes poliméricos foram lavados com &gua
deionizada, em abundancia, e secos sob fluxo de N,. Posteriormente, esses
eletrodos foram mergulhados em solugdo contendo somente HCIO4 (5, Na
auséncia do mondémero, e 5 ciclos de potencial foram aplicados na mesma
janela de potencial da eletropolimerizagdo para remocdo do mondmero
residual. ApGs esses ciclos, os eletrodos de grafite modificados foram lavados
com agua deionizada em abundancia, e secos sob fluxo de N».

—
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5.2.4 Transporte ibnico nos estudos de reversibilidade @
i)
Os eletrodos de grafite modificados com o poli (acido 3-
hidroxibenzdéico) foram caracterizados por voltametria ciclica em funcdo da
velocidade de varredura cobrindo o intervalo de 10 a 100 mV s™. Neste
procedimento os voltamogramas ciclicos foram obtidos em solugdo aquosa
HCIO4 (aq), Na auséncia do monomero (3-HBA). Os processos eletroquimicos
das transicdes redoxes do poli (3-HBA) foram caracterizados por 6
diagnésticos, sendo eles: 1) Velocidade de varredura (v) em funcao da variacéo
de potencial de pico anddico e catodico (AEp); 2) v em fungéo da variagdo de
potencial de pico e meia onda (Ep - Ep/2); 3) v em fungdo da relagcdo entre
corrente de pico anodica e catodica (lpa/lpc); 4) 1, em fungéo da raiz quadrada
da velocidade de varredura (v'?); 5) E, em funcdo da raiz quadrada da
velocidade de varredura (V%) e 6) l, em funcdo da raiz quadrada do tempo

(t1/2).

5.2.5 Determinacao da massa do polimero

Trés eletrodos de grafite (andlise em triplicata) ap6s os procedimentos
de condicionamentos (Figura 23) foram lavados em agua deionizada e secos
em dessecador sob vacuo, até obter uma massa constante (my).

Na sequéncia os trés eletrodos de grafite foram submetidos ao
procedimento de eletropolimerizacdo (descrito no item 5.2.3). Posteriormente,
esses eletrodos foram mergulhados em solugéo contendo somente HCIO4 (aq),
na auséncia do mondémero, sendo submetidos a 5 ciclos de potencial na
mesma janela de potencial da eletropolimerizacao para remoc¢ao do monémero
residual.

ApoOs esse procedimento, os eletrodos de grafite foram novamente
lavados em agua deionizada em abundancia e secos em um dessecador, sob
vacuo, até massa constante (my).

A massa do polimero (m) foi determinada pela diferengca entre as
massas (m = m; - my).

Todas as massas foram mensuradas em balanca analitica Shimadzu
série AUW220D, preciséo 0, 00001 g, d=0,1 mg/ 0,01 mg.



5.2.6 Extragdao do poli (3-HBA) para analise espectroscopica no
infravermelho i

O procedimento para eletrogeracdo do poli (3-HBA) em quantidade
suficiente para que se pudesse realizar analises quimicas foi analogo ao
descrito no item 5.2.3. Contudo, neste procedimento, a eletropolimerizagéo foi
conduzida utilizando eletrodos de cilindro de grafite (30 x 0,6 mm), com area
geométrica de aproximadamente 6,21 cm?. Eletrodos cilindricos de grafite e
Ag/AgCl, KCI (3,00 mol L") foram utilizados como trabalho e referéncia,
respectivamente. Um espiral de acgo inox foi utilizado como eletrodo auxiliar
nesse experimento. Apds eletropolimerizacdo os eletrodos de grafite foram
lavados em agua deionizada e secos em fluxo de N, ultra puro. Apds esse
procedimento os eletrodos de trabalho foram imersos em acetonitrila (Vetec,
UV/HPLC Espectroscépico 99,8 %) e levados a ultrassom por cerca de 1 hora.
Apos esse periodo essa solucao foi tratada com sulfato de sédio anidro (Vetec,
99,0%) para remocéao de agua. A solucéo foi filtrada em algodéo e a extracao
do poli (3-HBA) foi conduzida a partir da solugéo resultante por rotoevaporacao
do solvente a vacuo e temperatura controlada de 35 °C. O material sélido
coletado foi entdo utilizado para as analises no infravermelho. O material foi
mantido protegido da luz e umidade em dessecador a vacuo durante o periodo
de utilizacdo para as andlises. Os espectros de infravermelho foram obtidos
para o polimero em pastilhas de KBr, em faixa de nimero de onda de 500 a
4500 cm™, utilizando-se 20 ciclos e resolucdo de 4 cm™. O equipamento

utilizado foi o IR Prestige-21 da Shimadzu.

5.2.7 Medidas de espectroscopia de impedancia eletroquimica,
voltametria de pulso diferencial e voltametria de onda quadrada

Os espectros de impedancia eletroquimica dos eletrodos de grafite e dos
eletrodos de grafite modificados com poli (3-HBA), assim como nas deteccdes
da Anaplasma marginale foram obtidos em solucdo aquosa de
K4[Fe(CN)s)/Ks[Fe(CN)¢] 5 mmol L em KCI 0,1 mol L, em potenciostato
Autolab (PGSTAT302N e modulo NOVA (1.10), Eco Chemie, Utrecht). A

solucéo de analise foi deaerada com N ultra puro por cerca de 40 minutos. Os



eletrodos modificados contendo ou ndo as biomoléculas imobilizadas, -

S

permaneceram em contato com a solucdo eletrolitica por cerca de 30
minutos, antes de sua utilizacdo, evitando a entrada de ar nos poros do EG.
O intervalo de frequéncia investigado foi de 10 kHz a 10 mHz. A amplitude de
excitacdo senoidal de potencial foi de 5 mV (escolhida em funcéo da faixa de
linearidade). As respostas em frequéncia foram medidas sob condi¢des
potenciostaticas em potenciais d.c de equilibrio. Vale ressaltar que para cada
uma das medidas realizadas, os potenciais foram obtidos por voltametria ciclica
a 50 mv s em solucéo aquosa de Ki[Fe(CN)g]/Ks[Fe(CN)g] 5 mmol L™ em KCI
0,1 mol L. Todos esses parametros descritos foram previamente otimizados.
O ajuste dos resultados experimentais a um circuito equivalente apropriado foi
realizado com software NOVA (1.10), interface do Autolab.

Os voltamogramas de voltametria de pulso diferencial e de voltametria
de onda quadrada foram obtidos num potenciostato Autolab Electrochemical
System (PGSTAT302N e modulo GPES, Eco Chemie, Utrecht), utilizando
célula eletroquimica de trés compartimentos. Os parametros e os eletrolitos
suportes usados nestas técnicas, estdo explicitados nas legendas respectivas
de cada espectro ou voltamograma discutido nos resultados e discusséo deste

trabalho.

5.2.8 Medidas de estabilidade eletroquimica

As andlises de estabilidade eletroquimica os eletrodos de grafite
modificados com poli (3-HBA) foram realizadas em solucdo aquosa de acido
perclérico por meio de sucessivos ciclos de potencial na regido de atividade
eletroquimica do filme obtido, ou seja, + 0,0 a + 1,2 V. Foram realizados 100

ciclos na mesma velocidade de varredura da eletropolimerizagdo 50 mV. s™.

5.2.9 Microscopia de forca atbmica

As Morfologias para o eletrodo de grafite e os eletrodos de grafite
modificados com poli (3-HBA), assim como o eletrodo de grafite apos
imobilizagcdo do antigeno (Am1), soro positivo (IgG+) e soro negativo (IgG-)

foram investigadas utilizando-se microscopia de forca atbmica (AFM), em



instrumento da Park Systems, modelo XE-70, versdo 1.8.3. Os parametros
topogréficos foram estimados pelo software “XE-70”. Todas as medidas foram

realizadas em triplicatas.

5.2.10 Estudos de imobilizacdo das bases nitrogenadas e de
oligonucleotideos em EG/poli (3-HBA)

A respeito dos experimentos com as bases nitrogenadas puricas e
pirimidicas, foram gotejados 18 p L nos eletrodos de grafite modificados com
poli (3-HBA) contendo guanina, G, (10 mmol L™), adenina, A, (10 mmol L),
timina, T, (10 mmol L™) e citosina, C, (10 mmol L™). Eletrélito: tamp&o acetato
0,1 mol L™, pH 4,3. As deteccdes foram realizadas utilizando a técnica de pulso
diferencial com os seguintes parametros: v = 10 mV s™; amplitude = 25 mV,
duracéo do pulso = 60 ms.

Em relagdo aos experimentos envolvendo os oligonucleotideos, destaca-
se que sobre os eletrodos de grafite modificados com poli (3-HBA) foram
gotejados 18 pL de solucdo aquosa de poli (GA) (6,3 pmol L™) deixando os
eletrodos para imobilizacdo a 37°C em estufa por 15 minutos. Na sequéncia, foi
realizada a lavagem dos eletrodos com tampao acetato, pH 4,3, para remover o
excesso de poli GA. ApOs essa etapa, foram adicionados 18 pL da solugéo
aquosa do alvo complementar poli (CT) nas concentracdes de 5,86 umol L™, 29
pumol L?*, 58,1 pmol L? deixando os eletrodos modificados secar na
temperatura de 37 °C em estufa por 15 minutos (hibridizacdo). Na sequéncia,
foi realizada a lavagem dos eletrodos com tampao acetato, pH 4,3, para
remover o excesso de poli CT. A Figura 25 mostra uma sinopse desses

procedimentos descritos para os oligonucleotideos.
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Figura 25: Apresenta um esquema da imobilizacdo da sonda poli (GA) no
EG/poli (3-HBA) e a hibridizagdo com o alvo poli (CT).

Eletrodo de grafite
funcionalizado
com poli(3-HBA)

Imobilizagdo da Hibridizagdo do alvo
sonda poli(GA) poli(CT)

Fonte: Autor, 2015.

Apos a lavagem dos eletrodos modificados a imobilizacdo das bases
nitrogenadas foi observada através dos sinais de VPD realizadas em célula de
trés compartimentos em tamp&o acetato (0,1 mol L™, pH 4,3) como solucéo
eletrolitica.

5.2.11 Procedimento de construcdo do sistema polimérico para
desenvolvimento do imunossensor para diagnéstico da anaplasmose

bovina

Os eletrodos de grafite modificados com poli (3-HBA) conforme descrito
no item 5.2.3 foram pré-condicionados através de cronoamperometria (- 0,2 V
por 120 s). Em seguida, esses eletrodos foram lavados, em jato suave, com
agua deionizada para remover o excesso de acido perclorico da superficie do
eletrodo funcionalizado. Na sequéncia, foi feita a linha base por voltametria de
pulso diferencial, v=10 mV s, dos eletrodos funcionalizados em solucdo de
tampao fosfato pH 7,4, em janela de potencial de 0,0 a 1,2 V. Essa janela de
potencial foi escolhida em fungéo de conter a faixa eletroativa de potencial do
poli (3-HBA) e do intercalador, 4-AAP, utilizado na deteccao indireta do
imunossensor desenvolvido para diagnostico da anaplasmose bovina. Vale

ressaltar que neste trabalho todas as deteccdes foram feitas em triplicata.
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Apos esta etapa foram adicionados por gotejamento em cada eletrodo [~
funcionalizado 18 pL de Am1, 1 pg do peptideo (0,055 pg pL™), diluido em 7
tampéao acetato pH = 4,3, colocado em estufa a 37 °C por 15 minutos. Nesse
valor de pH o peptideo apresenta carga residual positiva (P1=5,8), com isso, a
imobilizacdo do peptideo no poli (3-HBA) é facilitada, pois, como os eletrodos
apos eletropolimerizacao foram pré-condicionados por cronoamperometria (-0,2
V por 120 s), esse aumento na densidade eletronica do filme favorece a sua
interacdo com o peptideo (positivo em pH 4,3).

Vale ressaltar que a Am1 empregada no presente trabalho consiste em
uma sequéncia STSSQLGGGSSTSSQLGGGSSTSSQL que foi desenhada e
sintetizada quimicamente por GenScript EUA Inc acoplado a albumina de soro
bovino (BSA) para aumentar a imunogenicidade. Esse peptideo (Aml) foi
construido com 26 residuos de aminodcidos (aa) contendo repeticbes da
sequéncia motivo MSP1a (sublinhado) separados por um espacgador de 4 aa,
GGGS.

Na sequéncia, uma lavagem em tampéao fosfato, pH 7,3, foi realizada
para remocdo dos peptideos que ndo interagiram com o0s eletrodos
funcionalizados. ApGs essa etapa, foram adicionados por gotejamento 18 uL do
soro positivo (IgG+) previamente diluido em tampéao fosfato em cada um dos
trés eletrodos (triplicata), e 18 yL do soro negativo (IgG-), previamente diluido,
em cada um dos outros trés eletrodos (triplicata). Esses eletrodos foram
colocados em estufa a 37 °C por 25 minutos. ApGs esse tempo foi realizada
uma lavagem em tampéo fosfato para remocao do soro que néo interagiu com
a Am1. Os soros sanguineos de animais saudaveis (IgG-) e contaminados com
A. marginale (IgG+) foram cedidos pelo Centro de Pesquisas Veterinarias
Desidério Finamor, Eldorado do Sul, RS. Vale ressaltar que no presente
trabalho o soro positivo de animais infectados com a A. margianle foi diluido em
tampao fosfato ( 1:1000, 1:800, 1:400, 1:200, 1:100, 1:50, 1:25). As diluicbes
empregadas em cada experimento estao explicitadas nas legendas respectivas
de cada Figura apresentadas nos resultados e discusséo deste trabalho.

Na proxima etapa, adicionam-se, por gotejamento, 18 pL do intercalador
4-aminoantipirina (4-AAP) a 10 mmol L™, colocando em estufa a 37°C por 15
minutos (secagem completa). Apds esse periodo, foi realizada uma lavagem

em tampao fosfato para remocéo da 4-AAP em excesso. Na sequéncia, foram



realizadas as detecg¢Oes por voltametria de pulso diferencial, espectroscopia
de impedancia eletroquimica e ressonancia de pldsmons de superficie. Os
parametros e o0s eletrolitos suportes usados nestas técnicas, estdo
explicitados nas legendas respectivas de cada espectro ou voltamograma
discutido nos resultados e discusséo deste trabalho.

Vale ressaltar também que em todas as detecc¢des (Ag-Ac) foi subtraido
o sinal de corrente da linha base, EG/ poli (3-HBA) em tampé&o fosfato. A
Figura 26 mostra uma sinopse desse procedimento experimental empregado
no desenvolvimento do imunossensor para diagnéstico da anaplasmose

bovina.

Figura 26: Etapas do procedimento experimental do desenvolvimento do
imunossensor para diagnostico da anaplasmose bovina, em que: (1) eletrodo de
grafite; (Il) eletrodo de grafite funcionalizado com o poli(3-HBA); (llI)
imobilizacdo da proteina de membrana Am1 no eletrodo funcionalizado; (1V)
interacdo da Am1 com o seu anticorpo especifico (amostras de soro de bovinos
contaminados com a A. marginale); (V) deteccado do sinal de corrente da 4-AAP
apos intercalar com as proteinas do complexo antigeno-anticorpo (Am1 + soro

positivo).
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Fonte: Autor, 2015.
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5.2.12 Procedimento de deteccado por Ressonancia de Plasmons de
Superficie (SPR)

As medidas 6pticas do angulo de SPR foram obtidas para analisar as
interacOes biomoleculares usando um Autolab Springle (Eco Chemie), 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. O
equipamento contém uma célula com capacidade de 300 yL. Como fonte 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
configuracdo utilizada €é baseada na reflexdo interna total atenuada
(configuracdo de Kretschmann) que € a mais usada em espectroscopia de
SPR. A vazdo e a temperatura foram mantidas a 48 pL/min. e 37 £1°C,
respectivamente, durante todas as medidas. Os parametros e os eletrolitos
suportes usados nesta técnica, estdo explicitados nas legendas respectivas de

cada Figura apresentadas nos resultados e discussédo deste trabalho.

5.2.13 Metodologia empregada na modelagem molecular

A modelagem molecular foi realizada a partir de métodos semi-

empiricos, DFT e mecéanica molecular.

5.2.13.1 Caracterizacdo do polimero obtido por espectroscopia UV-

Vis e espectroscopia de infravermelho

Os confoérmeros com o minimo de energia global do dec (3-HBA) foram
submetidos a calculos quanticos utilizando-se o modelo semi-empirico RM1'*3
com vistas a uma pré-otimizacao da estrutura para o calculo de freqiéncia de
vibracdo. Estas estruturas foram reotimizadas e os espectros de infravermelho
foram simulados, utilizando o funcional hibrido B3LYP com as funcbes de
bases atdbmicas 6-31G (d) e 6-31G (d, p). O espectro de infravermelho (IR)
também foi simulado, para fins de comparagédo, segundo os modelos semi-

empirico RM1 e PM6, com base no MOPAC 2009. Em ambos os casos 0s
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modos de vibragdo mais intensos foram comparados com os espectros de —
infravermelho experimentais do poli (3-HBA). =
O espectro de absorcéo da estrutura eletronica otimizada do dec (3 —

HBA), considerando a presenca da acetonitrila, implicitamente, como solvente
e usando a abordagem do Formalismo da Equag&o Integral do Modelo
Continuo Polarizado (FEIMCP)** foi simulado usando M06 (6-311++G(2d, 2p)
e 6-311G (d, p)), considerando-se as 60 menores excitacdes singlete-singlete,
tomando o primeiro estado excitado (root=1) como referéncia.

O tracado de contorno do espectro foi construido encaixando (fitando) o
pico de meia largura e meia altura do UV-vis em 4400 cm™. As representacdes
dos espectros eletrénicos singlete-singlete e dos espectros DOS e os orbitais

moleculares foram feitos usando o software Gaussian®®®.

5.2.13.2 Modelagem molecular do polimero

ApoOs a elucidacdo da estrutura mais provavel para o poli (3-HBA)
modelos com um ou dois decameros, polimerizados a partir do ataque de um
cation radical fenolico sobre o carbono 4 do anel, foram desenhados com a
interface grafica do Maestro e submetidos a analises conformacionais usando o
método estocastico de multiplos minimos de Monte Carlo**®. Todos os angulos
de torcéo livres foram utilizados como variaveis em 50000 passos de busca
com o campo de forca OPLS™, devidamente parametrizado no programa
Macromodel da Schrodinger*®®. As estruturas de minima energia obtidas foram
exportadas para a otimizacdo da estrutura com calculos DFT, utilizando-se o

Funcional M06°

e funcbes de base 6-31G(d), convenientes para reproduzir
interacdes pi, esperadas para estes oligdbmeros*®®. O espectro de infravermelho
obtido para o decamero certificou que a estrutura realmente corresponde ao
minimo de energia, devido a auséncia de frequéncias negativas, na sequéncia,
foi comparado com o resultado experimental equivalente, como forma de

validar o modelo estrutural obtido.



5.2.13.3 Modelagem molecular da proteina de membrana Am1l

Apés buscas frustradas de modelagem comparativa, a estrutura
tridimensional da proteina foi elucidada por modelagem baseada em modelo
web server RaptorX'®*. Esse é um servidor de predicdo de estruturas de
proteinas, empregado para predizer estruturas tridimensionais para sequéncias
de proteinas sem homologos no "Protein Data Bank" (PDB). Com isso, a partir
de uma sequéncia de entrada, RaptorX prevé as estruturas secundarias e
terciarias das proteinas, além das interacdes com solvente e sitios de ligacao.

As cadeias laterais de proteinas pequenas (polipeptideos) e a
minimizacdo de energia da cadeia principal foram realizadas utilizando o
campo de forca FoldX da versdo 3,006'%%. A estabilidade da estrutura protéica
foi analisada por 10000 passos da dinamica de Monte Carlo, utilizando o
campo de forca OPLS!®3. Durante a simulacdo, a estrutura da proteina Am1
permaneceu na conformacdo inicialmente otimizada com um pequeno desvio
quadratico médio (RMSD= 3,3 A).

5.2.13.4 Modelagem molecular da 4-AAP e suas interacbes com a

proteina de membrana Am1

As estruturas da 4-AAP neutra e parcialmente protonada foram
desenhadas e submetidas a calculos DFT utilizando-se o funcional B3LYP®*
com o conjunto de funcdes de base gaussianas, 6-311G (2d,p). Calculos
irrestritos equivalentes (UB3LYP/6-311G (2d,p) foram efetuados com os
respectivos cations radicais (espécies oxidadas), alterando-se carga e
multiplicidade de spin. Foram observadas as variagdes de energia, de ordens
de ligacéo, de cargas parciais e densidades de spin dos radicais otimizados.

As interagdes intermoleculares entre a 4-AAP e o antigeno Am1 foram
previstas a partir da técnica de atracamento molecular,'®® geralmente utilizada
para prever as interacbes de farmacos em sitios ativos, com mecanica
molecular.’®® Em nosso procedimento, uma caixa tridimensional envolvendo
toda a proteina foi considerada para o espaco de busca pelas interacdes mais

favoraveis com o ligante. Foi empregado o método de grid com tamanho de
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0,375 A, onde em cada ponto do grid é calculado a interagdo da proteina.

Com os mapas de interacdo, realizou-se 100 simulagbes de atracamento

molecular empregando o método de Algoritmo Genético Lamarckiano®’ onde

a populacédo de cada simulacdo era formada por 200 complexos. O algoritmo
genético introduz variacdes aleatdrias em cada uma das 100 conformacgdes do
complexo proteina-ligante (mutacdes nos seres vivos) e associa a cada
conformacdo a sua energia de complexacdo (fithess ou adaptacdo). A
probabilidade da conformacdo se reproduzir e estar presente na proxima
geracdo € proporcional a sua energia de complexacdo. Um procedimento de
minimizacdo de energia de cada conformacéo foi realizado entre cada geracéao,
correspondendo a parte lamarckiana do processo. As conformacdes finais
foram agrupadas pelo método de clustering, onde o RMSD entre as

conformacgdes do mesmo cluster foram de 2 A.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, serdo apresentados os resultados experimentais sobre a
eletropolimerizacdo do 3-HBA e as principais propriedades eletroquimicas do
filme eletrogerado [poli (3-HBA)]. Com base nesses resultados experimentais,
foram propostos os estudos tedricos do 3-HBA e do poli (3-HBA) cujos
resultados e o mecanismo de eletropolimerizacao do filme serdo apresentados
na sequéncia.

Vale ressaltar que esses estudos sdo imprescindiveis para o
desenvolvimento da palataforma funcionalizada (superficie transdutora) para a
incorporacao de pepetideos (Am1) que serdo utilizados no desenvolvimento de
um imunossensor para o diagnostico da A. marginale. Posteriormente, estdo os
resultados referentes a deteccdo do alvo complementar a biomolécula

imobilizada (Am1) e a caracterizagao do imunossensor desenvolvido.

6.1 ESTUDO DA FORMACAO E DAS PROPRIEDADES DO POLI (3-HBA) EM
ELETRODO DE GRAFITE

As condicBes experimentais necessarias para se obter os resultados
confiaveis dependem da reprodutibilidade dos sistemas. Para isso, os eletrodos
de carbono grafite devem apresentar respostas semelhantes para serem
utilizados nos experimentos. A Figura 27 mostra o perfil eletroquimico dos EG

em duas solucdes especificas.
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Figura 27: Voltamogramas do ultimo ciclo de varredura dos eletrodos de
grafite: (A) KsFe(CN)s / KsFe(CN)s (5,0 mmol L) em KCI (0,1 mol L™,
50 mV s*. (B) HCIO, (0,5 mol L), v=50 mV s,
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Fonte: Autor, 2015.

As analises feitas em solucdo contendo o par redox ferro/ferricianeto
(Figura 27 A) foram utilizadas como um indicativo da qualidade de resposta
eletroquimica do eletrodo. Nesse tipo experimento os perfis dos voltamogramas
ciclicos (VC) dos EG foram avaliados em relacdo a dois parametros: A relacao
das correntes de pico (Ipa/lpc) deve ser aproximadamente igual a 1 e a
separacao dos potenciais de pico (Epa — Epc) deve ser inferior a 100 mV. Os
eletrodos que estdo em consonancia com esses dois parametros apresentam
reprodutibilidade de suas superficies para realizacdo dos experimentos
eletroquimicos. Em todos o0s experimentos os eletrodos com variacfes
superiores a 10 % nesses quesitos foram rejeitados.

A analise realizada em acido perclérico (Figura 27 B) permitiu observar a
presenca ou auséncia de interferentes na solucao eletrolitica e na superficie do
eletrodo, na mesma janela de potencial utilizada para a polimerizacéo (0,00 a +
1,20 V). Os EG foram condicionados através de 4 ciclos de varredura de
potencial (0,00 a + 1,20 V) promovendo assim uma limpeza eletroquimica de
suas superficies eletroativas. O parametro adotado para a selecdo dos EG
apos os 4 ciclos de varredura de potencial foi escolher somente os EG com
correntes inferiores a 25 YA, na faixa de 0,00 a + 1,00 V, e valores maximos de
corrente em 200 pA, para potenciais acima de 1,00 V. Caso os EG néo

estivessem dentro dessas especificacbes também eram descartados. A
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resposta anddica que comecgou a surgir acima do potencial + 1,0 V com

potencial de pico em + 1,2 V € uma descarga do solvente (oxidac&o da agua).
Em todos os experimentos, borbulhamento de gas nitrogénio (N,) foi

realizado nas células eletroquimicas para remocdo de oxigénio. A Figura 28

mostra os VC referentes aos sucessivos ciclos de potencial do 3-HBA.

Figura 28: VC consecutivos do eletrodo de grafite em solucdo de 2,5 mmol L™
de 3-HBA. Eletrélito suporte: solucdo aquosa de HCIO, 0,5 mol L™ . Nimero de
ciclos = 100; v=50 mV s™.
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Fonte: Autor, 2015.

A partir dos VC (Figura 28) observa-se que no primeiro ciclo (varredura
direta) a oxidagcdo do monémero (3-HBA) ocorre em potencial de +1,12 V, que
se refere & formacdo do cation radical. Na varredura inversa desse mesmo
ciclo é possivel identificar o aparecimento de um pico de reducdo em + 0,38 V
e outro discreto pico de reducdo em + 0,62 V referente ao material polimérico ja
depositado na superficie do EG. A medida que se realiza 0s sucessivos ciclos
de potencial os respectivos processos de oxidacao correspondentes, aparecem
em forma de um pico alongado com dois picos localizados em + 0,42 V (1° pico
de oxidacao) e + 0, 69 V (2° pico de oxidacdo) além de um discreto pico por
volta de + 0,50 V. Os picos de oxidacdo nos potenciais de 0,42 V e 0,69 V séo

correspondentes aos picos de reducdo em potenciais de 0,38 V e 0,62 V,
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respectivamente. Pode-se afirmar isto, pois estudos para identificacdo da
complementaridade foram realizados, apos a eletropolimerizacdo do poli (3-
HBA) nos potenciais de 0 a 0,5 V e 1,2 a 0,5 V (Figura 29). Com isso,
percebe-se que o aparecimento dos picos de reducdo esta condicionado,
concomitantemente, aos de oxidacéo e vice-versa nos dois respectivos picos,

configurando-os assim como par redox.

Figura 29: Voltametria ciclica do EG/poli (3-HBA) em solucdo aquosa de
HCIO4 0,5 mol L™*.Nuimero de ciclo = 1; v=50 mV s,
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Fonte: Autor, 2015.

A medida em acido perclorico apds a formacdo do material é necesséria
para a retirada (oxidacdo) de monémero residual presente na malha polimérica,
além de analisar a presenca de uma resposta redox relativa ao polimero. A
Figura 30 mostra a regido de atividade eletroquimica do eletrodo modificado
com poli (3-HBA) comparado com o eletrodo ndo modificado em solucdo de

acido perclorico.
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Figura 30: VC obtidos ap0s eletropolimerizacdo, somente em solugdo de
acido perclérico 0,5 mol L™, na auséncia do monémero, para os eletrodos de
grafite: (A) modificado com poli (3-HBA) e (B) ndo-modificado, v = 50 mV s,
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Fonte: Autor, 2015.

Pode-se observar que h& modificacdo na superficie do eletrodo de
grafite apos o procedimento de eletropolimerizacdo. Os valores de corrente
para o eletrodo modificado, Figura 30(A), sdo similares aos valores de corrente
dos VC da eletropolimerizacdo do 3-HBA (Figura 28), o que implica que o
material eletropolimerizado fica adsorvido sobre a superficie do eletrodo de
grafite.

6.1.1 Otimizagdo do numero de ciclos de varredura para a

funcionalizacéo dos eletrodos de grafite

Inicialmente, a eletropolimerizacdo do 3-HBA foi realizada aplicando 100
ciclos de varredura de potencial (0,00 a +1,20 V), velocidade de 50 mV s*
(Figura 28). A fim de compreender melhor o perfil dos VC do poli (3-HBA) em
funcdo do numero de ciclos de varredura de potencial, foram feitas
eletropolimerizagdes empregando 10, 30, 60 e 100 ciclos de varredura de
potencial, na mesma janela de potencial da eletropolimerizacdo e na mesma

velocidade de varredura (Figura 31).
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O tempo para cada ciclagem foi obtido dividindo a janela de potencial
pela velocidade de varredura, ou seja, para varrer uma janela de potencial de
0,0 a 1,2 V retornando a 0 V a 50 mVs™ sdo necessérios 48 s, sendo que 24
S sdo gastos na varredura total da oxidacdo e 24 s na varredura total de
reducdo do material eletrossintetizado na superficie do EG. Com isso, o tempo
total gasto para funcionalizar cada EG € de aproximadamente 1h e 20 minutos
(100 ciclos de varredura).

Levando-se em relevancia esse tempo para funcionalizar cada EG
utiizado no desenvolvimento do imunossensor para diagnéstico da
anaplasmose bovina e do custo computacional envolvido no processo, foi
realizado uma otimizacdo desse tempo a partir do célculo das cargas elétricas
totais dos picos anddicos e das cargas elétricas totais dos picos catédicos em
funcdo do numero de ciclos de varredura de potencial (Figura 32). Essas
cargas foram calculadas a partir da integracdo dos picos anddicos para 2, 5,
10, 20, 40, 60, 80, 100 ciclos de varredura de potencial do VC disponivel na
Figura 28, [corrente (MA) versus potencial (V) dividido pela velocidade de
varredura (V s)]. O mesmo procedimento, separadamente, foi feito para os
picos catodicos.
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Figura 31: Mostra da esquerda para a direita os VC consecutivos (10, 30, 60,
100 ciclos) do eletrodo de grafite em solucdo de 2,5 mmolL™? de 3-HBA.
Eletrélito suporte: HCIO4 0,50 mol L™ v=50 mV s,
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Fonte: Autor, 2015.

A andlise conjunta dos VC (Figura 31) mostra que, a partir do 10° ciclo de
varredura de potencial, os picos de corrente anddicos e catddicos s&o

semelhantes independentemente do namero de ciclos.
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Figura 32: (A) carga elétrica total dos picos anddicos; (B) carga elétrica total
dos picos catodicos em fungdo do nimero de ciclos, obtidas a partir de 2, 5, =
10, 20, 40, 60, 80 e 100 ciclicos de varredura de potencial consecutivos em
solucdo de 2,5 mmol L™ de 3-HBA. Eletrélito suporte: solucdo aquosa de HCIO,
0,5 mol L, janela de potencial entre 0,0 e + 1, 2V, 50 mV s,
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Fonte: Autor, 2015.

Verifica-se que a partir do 10° ciclo de varredura de potencial as cargas
elétricas totais dos picos anddicos e as cargas elétricas totais dos picos
catddicos ficam praticamente constante, em maodulo por volta de 6,0 mC. Com
isso, todos os eletrodos de grafite, no presente trabalho, foram funcionalizados
empregando 10 ciclos de varredura de potencial. As pequenas oscilacdes da
guantidade de carga em funcdo do numero de ciclos em relacdo aos picos
anodicos e catédicos se devem, provavelmente, as irregularidades na
superficie do EG e as imprecisbes ao tracar a linha base para calcular as

integrais dos picos anddicos e catédicos.

6.1.2 Estudo da atividade eletroquimica e da estabilidade do poli (3-
HBA)

Inicialmente, com o intuito de compreender melhor a atividade
eletroquimica do poli (3-HBA), o eletrodo modificado foi colocado em solugéo
contendo é&cido perclérico 0,5 mol L™, aplicando 10 ciclos de varredura de
potencial variando a velocidade de varredura de 5 mV s™* a 1000 mV s™. Esses

experimentos também corroboram para o melhor entendimento do tipo de



transporte de massa que ocorre ao longo da malha polimérica. A Figura 33
apresenta o Ultimo ciclo dos voltamogramas ciclicos obtidos em diferentes
velocidades de varredura para o poli (3-HBA) em solucéo de acido perclérico

a0,5mol L™

Figura 33: Ultimo ciclo de varredura do EG/poli (3-HBA), em acido perclorico
0,5 mol L, nas seguintes velocidades / mv s™ (5; 10; 20; 30; 40; 50; 60; 70; 80;
90; 100; 110; 150; 200; 300; 400; 500; 1000).
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Fonte: Autor, 2015.

Com base nos VC apresentados na Figura 33 podemos observar que
em altas velocidades de varredura hd uma consideravel alteracdo nas
correntes dos pico anddicos e catédicos, uma vez que, essas correntes sao
diretamente proporcionas a raiz quadrada da velocidade de varredura, relacéo
de Randles-Sevé&ic'®®. Em altos valores de velocidade (Figura 33), é notério que
para o pico 1 [ Epa = +0,42V e Epc= +0,38V (Figura 29)] as correntes dos picos
anodicos praticamente desaparecem, enquanto que para o pico 2 (Epa= + 0,69
V e Epc= + 0,62 V (Figura 29) as correntes dos picos catodicos também
praticamente desaparecem. Isso se deve, provavelmente, a cinética da reacéo
e o comprometimento no tempo de difusdo dos contra-ions HsO" e ClOy,
provenientes do HCIO,4, na malha polimérica. Vale ressaltar que os polimeros

formados por eletropolimerizacdo sdo auto-dopados com o0s contra-ions
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presentes na solugdo. Outro item que merece ser destacado nesse contexto é
que 0 processo eletroquimico realizado a velocidade mais baixa contribui
para maior transporte i6nico ao longo da cadeia polimérica. Por outro lado,
observa-se uma menor resposta eletroquimica, ocasionando assim queda nos
valores de corrente .

Na sequéncia, a estabilidade eletroquimica do poli (3-HBA) foi verificada
por 100 ciclos consecutivos de varredura de potencial entre 0 a + 1,2 V
(abrange toda a regigo redox do polimero) a 50 mV s* utilizando o mesmo
eletrdlito suporte da eletropolimerizagdo. Os valores de carga foram calculados
pela integral da regido anddica, que por sua vez, sdo muito semelhantes a da
catddica e, por isso, somente a primeira sera visualizada, Figura 34. Nessa
Figura também é possivel observar a diminuicdo da carga relativa (Qr) em
funcdo do aumento dos ciclos de potencial realizados. Esta perda relativa foi
determinada a partir da carga obtida pela integracdo dos VC dos picos

anodicos, dada pela relacdo apresentada na Equacéo 1:

Equacédo 1: Q=100 - [(Q1 - Qn)/Q1].100

Onde: Qr é a carga voltamétrica relativa obtida do filme eletrogerado em %, Q1
€ a carga obtida apos a eletropolimerizacdo e Qn é a carga obtida apés n ciclos
de potencial.

Q)
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Figura 34: Porcentagem de carga relativa dos eletrodos de grafite
modificados com poli (3-HBA) a 50 mV s™. Janela de potencial entre 0,0 a +
1,2 V. Eletrélito suporte HCIO, 0,50 mol L™.

1004 =

80- —

% QR
S

40

20

0 Ll Ll Ll Ll Ll Ll
0 20 40 60 80 100

Numero de ciclos

Fonte: Autor, 2015.

A estabilidade eletroquimica feita com 100 ciclos de potencial (Figura
34) mostra que ha uma queda nos valores de carga nos primeiros ciclos e a
tendéncia a se estabilizar com ciclos subsequentes até alcancar um valor de
70%. Essa porcentagem de degradacao (30%) no final dos 100 ciclos de
potencial foi semelhante a do polipirrol em fibra de carbono, 25% ap6s 100
ciclos de varredura®®®. Em trabalho desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa
com o poli (4-HBA) a porcentagem de deterioracdo, no final de 100 ciclos de
varredura em &cido perclérico 0,5 mol L™ a 50 mV s*, foi de 28%"*°. Vvale
ressaltar que essa estabilidade eletroquimica do poli (3-HBA) exerce um
importante papel no desenvolvimento de um imunossensor para diagnostico da
anaplasmose cuja superficie transdutora foi funcionalizada com esse filme
polimérico.
Conforme ja mencionado anteriormente, durante a eletropolimerizacao
do poli (3-HBA) ocorre uma dopagem com os ions da solucdo. Durante a
oxidacdo do material eletrogerado na superficie do EG, ha a formacédo de
cargas positivas no polimero, o que pode ser acompanhado da expulsdo dos

cations (HsO") para a solugdo e a entrada dos anions (ClO7;) na malha
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polimérica. Na reducdo, ha o retorno dos mesmos para o polimero, porém,
ndo na mesma quantidade que foi retirada, além da expulsdo de anions
(ClOy). Por isso, ocorre a queda em porcentagem de carga nos primeiros
ciclos de varredura do potencial. Com os ciclos subsequentes, a taxa de
expulsdo continua maior do que a taxa de insercdo e a resposta de carga
decresce até tender a uma estabilizacdo ao final de 100 ciclos.

Vale destacar também que essa diminuicdo da resposta eletroquimica
pode estar relacionada com a diminuicdo da extensdo de conjugacao da nuvem
T de elétrons do polimero em virtude do stress eletroquimico da malha

polimérica ao longo das sucessivas ciclagens de potencial.

6.1.3 Estudo dos diagndsticos de reversibilidade do poli (3-HBA)

Nesse topico serdo discutidos os diagnoésticos de reversibilidade
referentes a eletrossintese do poli (3-HBA) em EG. Esse estudo também auxilia
na melhor compreensdo dos processos de transferéncia de massa (difusdo dos
eletrolitos da solucdo, HsO" e ClOy4) na interface compreendida entre a malha
polimérica e a solucéo eletrolitica.

Processos eletroquimicos podem ser considerados reversiveis, quase-
reversiveis ou irreversiveis dependendo da relacdo entre as taxas de
transferéncia de elétrons (TTE) e as taxas de transporte de massa (TTM).
Sistemas reversiveis apresentam TTE muito maiores que TTM mantendo o
equilibrio Nerstiano na superficie do eletrodo. J& nos sistemas irreversiveis a
TTM aumenta e equipara-se a TTE que ndo consegue mais manter o equilibrio
da superficie promovendo normalmente uma maior separacao entre 0S picos
anodicos e catédicos dos pares redoxes. Um sistema reversivel pode
comportar-se como irreversivel aumentando a velocidade de varredura, todavia
o estagio intermediario denominado quase-reversivel é verificado entre ambos
os processos'’®. A Figura 35 mostra os VC do EG modificado com poli (3-HBA)
em solucdo de &cido perclérico 0,5 mol L™ sendo submetido a sucessivas
varreduras de potencial variando a velocidade de varredura de 10 mV s™ a 100
mV s'. Essa variacdo de velocidade foi definida em funcdo da faixa de

linearidade do poli (3-HBA) em relacdo aos incrementos de velocidade (Figura
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33), uma vez que, fora da faixa de linearidade conclusbes erroneas

relacionadas aos diagnosticos de reversibilidade podem ser obtidas.

Figura 35: Voltametrias ciclicas consecutivas para o EG/poli (3-HBA) em
solucdo de HCIO, 0, 5mol L™*; v=10 mV s*a 100 mV s™.
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Fonte: Autor, 2015.

Na sequéncia, serdo discutidos 6 diagnésticos de reversibilidade
tomando como referéncia os picos 1 e 2 (Figura 35) que retratam as regifes
eletroativas do poli (3-HBA) em solucdo de HCIO4 a 0,5 mol L™.

O diagnéstico 1 mostra a diferenca entre os potenciais de picos anddicos

(Epa) e catodicos (Epc), em mV, conforme representado na equacao 2:

Equacéo 2: AEp =Epa-Epc

A Figura 36 mostra os valores de AEp obtidos para o poli (3-HBA) em

funcdo do incremento da velocidade de varredura.

Q.
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Figura 36: AEp vs. velocidade de varredura (10 mV s a 100 mV s™) em
solucdo de HCIO, 0,5 mol L™ para EG/poli (3-HBA).
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Fonte: Autor, 2015.

A Figura 36 mostra que o0 pico 2 apresenta menor variacdo dos
potenciais de pico (Epa - Epc) em relacdo ao pico 1. Com isso, podemos inferir
que a formacao do polaron tem uma TTE menor em relacao a formacao do seu
respectivo bipolaron que apresenta alta TTE, em concordancia ao reportado na
literatura®’*. Vale ressaltar que o aumento de AEp ocasionado pelo aumento da
velocidade de varredura é uma caracteristica pertinente a sistema quase-
reversivel.

O diagnéstico 2 mostra a diferenca entre os potenciais de picos anddicos
(Epa) e catodicos (Epc) e os seus respectivos potenciais de meia onda (Ep),

em mV, conforme representado na equacao 3:
Equacgéo 3: E= |Ep — Epp

A Figura 37 mostra os valores de E (E, — Ep) obtidos para o poli (3-
HBA) em fungéo do incremento da velocidade de varredura. Destaca-se que na
Figura 36 a amostragem dos potenciais foi realizada no instante em que a

oxidacdo e a reducao foram maximas, potenciais de pico, entretanto, o instante

\S
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mais adequado para qualquer tipo de estudo em termos de equilibrio quimico

seria no potencial de meia onda.

Figura 37: Ep- Epz vs. velocidade de varredura do (m) pico anddico e (A) pico
catédico em solugdo de HCIO, 0,50 molL™? para eletrodos de grafite

modificados com poli (3-HBA).
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Fonte: Autor, 2015.

A analise conjunta dos dados da Figura 37 permite inferir que o pico 2
apresenta uma maior reversibilidade em relacdo ao pico 1, ja que este
apresenta uma sensibilidade maior de incremento de potencial em funcdo do
aumento da velocidade de varredura, visto que o pico 2 apresenta patamares
constantes de potencial em funcdo do aumento da velocidade de varredura.

A Figura 38 mostra o diagnéstico 3 que retrata a relacdo entre as
correntes de pico anddico (lpa) e catodico (Ipc) em fungéo do incremento das
velocidades de varredura do EG/poli (3-HBA) em solucdo de HCIO,4 0,5 mol L™.

=
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Figura 38: Ipa/ Ipc vs velocidade de varredura em solugao de HCIO, 0,5 mol
L™ para EG/poli (3-HBA).
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Fonte: Autor, 2015.

Nesse tipo de andlise, os valores de Ipa/lpc iguais a 1 sdo pertinentes a
sistemas reversiveis. Com isso, novamente, 0 pico 2 apresenta uma
reversibilidade maior em relacdo ao pico 1.

O diagnéstico 4 mostra as relacbes de Randles-Sevcic'®', em que a
corrente de pico ndo depende apenas da area eletroativa do eletrodo de
trabalho da concentracdo e das propriedades de difusdo das espécies
eletroativas, mas também da raiz quadrada da velocidade de varredura
(equacédo 4). Vale ressaltar que nesse diagndstico a equacdo de Randles foi
mencionada apenas para comparacdo dos resultados, uma que vez, essa
equacdo ndo se aplica para filmes finos, como é o caso do poli (3-HBA)

eletrossintetizado na superficie do EG.
Equacao 4: Ip = 2,686.10°. C. A. n®2. D2, VY2 (equacao de Randles-Sevcic)*®!

Onde: n € o numero de elétrons envolvidos no processo, A é a area do eletrodo

2
(cm ), D é o coeficiente de difusdo (cm? s™') e C é a concentracéo da espécie

em solucdo (mol L™) e v é a velocidade de varredura (V s™).
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O diagnéstico 4 mostra uma relagdo linear que deve passar pela &
origem no gréfico de Ip vs. v’ para sistemas totalmente reversiveis. A Figura =

39 mostra esse diagnostico para o EG/poli (3-HBA).

Figura 39: Ip vs. v’ do (m) pico anddico e (o) pico catddico em solucdo de
HCIlO, 0,50 mol L™ para EG/poli (3-HBA).
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Fonte: Autor, 2015.

Nessa Figura 39 é possivel observar que a corrente de pico de oxidagao
e também a corrente de pico de reducdo respondem linearmente (R>0,99) com
a raiz quadrada da velocidade de varredura. Esse resultado permite dizer que o
transporte de massa dos ions perclorato (ClO4) e hidrénio (HsO") no interior do
filme polimérico pode ser regido por difusdo. Outro ponto que vale destacar é
gue as correntes de pico sdo proporcionais a raiz quadrada das velocidades de
varredura. Além disso, é notorio (Figura 39) que as retas passam bem préximo
da origem (extrapolacdo) como caracteristica de sistemas reversiveis, por isso,
tem-se mais um diagnéstico que corrobora com a ideia de que o poli (3-HBA)
constitui um material quase reversivel.

O diagnéstico 5 € complementar ao diagndstico 4, ja que, aguele mostra
gue o0 guociente entre as correntes de pico pela raiz quadrada da velocidade de
varredura em funcdo do potencial € uma constante, ou seja, o Ep independe
da velocidade de varredura. Em se tratando de sistemas totalmente reversiveis
nao ha distorcdo dos VC em funcdo do incremento das velocidades de
varredura no mesmo eletrélito suporte. A Figura 40 mostra a relagdo dos Ep

com as velocidades de varredura.
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Figura 40: Ip / v vs. Ep em solucdo de HCIO4 0,5 mol L™ para EG/poli (3-

HBA).
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Fonte: Autor, 2015.

A analise conjunta dos graficos (Figura 40) mostra que os potenciais de
pico para o poli (3-HBA) apresentam um pequeno deslocamento (Epc do pico
1, Epa do pico 2 e Epc do pico 2). Para sistemas irreversiveis o Ep depende da
velocidade de varredura, sendo assim, podemos inferir de acordo com esse
diagndstico que o referido polimero apresenta caracteristica de material quase
reversivel.

O diagnédstico 6 refere-se a uma aplicacdo direta das relacdes
estabelecidas por Frederick Cottrell*’? que descrevem a mudanca na corrente
de pico em fungao do tempo do experimento. A equacéo de Cottrell descreve o
comportamento da corrente de espécies que difundem do seio da solucdo até
um eletrodo de trabalho planar. Essa relacdo esta representada de forma

resumida na equacgéao 5:
Equacdo 5: Ip = K.(1/t)?

Em que;

S



K é a constante de proporcionalidade, que por sua vez, depende da areado —
eletrodo, da concentracdo da espécie eletroativa, do numero de elétrons
transferido na reacéo redox e da raiz quadrada do coeficiente de difuséo.

t € o tempo em segundos.

A Figura 41 mostra o diagnostico 6 para o EG/poli (3-HBA) em HCIO,4
0,5 mol L™

Figura 41: Ip vs. t¥2em solugdo de HCIO4 0,50 mol L™ para EG/poli (3-HBA).
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Vale destacar que o tempo (t) de cada varredura foi obtido dividindo os
potenciais pela velocidade de varredura. As relagbes matematicas de funcéo
poténcia apresentadas na Figura 41 sdo -caracteristicas de processos
controlados por difusdo conforme verificado também no diagnostico 4 (Figura
39). Sendo assim, os diagnésticos de reversibilidade aplicados mostram a
possibilidade de que as transi¢cdes redoxes do poli (3-HBA) serem classificadas

como quase reversiveis. Enquanto que o transporte de massa dos ions HsO" e



ClO4 no interior do filme polimérico foi regido por um processo difusional.
Esse tipo de transporte de massa também deve predominar durante a
eletropolimerizacdo do poli (3-HBA), uma vez que, a concentracdo do
eletrélito suporte (0,5 mol L™) é cerca de 200 vezes superior a concentracdo do
monémero (2,5 mmol L™), isso minimiza o transporte por migracdo, além de a
temperatura ficar praticamente constante durante o experimento e a pequena

perturbacdo externa minimiza o transporte de massa por convecc¢ao.
6.1.4 Estudos morfoldgicos e de superficie do EG e EG/poli (3-HBA)

A Figura 42 apresenta as imagens de microscopia de forca atbmica
(MFA) do EG e EG/poli (3-HBA).

Figura 42: Imagens de microscopia de forca atdmica. (A) eletrodo de grafite;
(B) eletrodo de grafite modificado com poli (3-HBA), nimero de ciclos= 10,
eletrdlito suporte: HCIO4 a 0,5 mol. L-1; Janela de potencial: 0,0 a + 1,2 V;
v=50mV s™.
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10.00x 10.00 [um] Z 0.00 - 400.00 [nm]

Fonte: Autor, 2015.

Visualmente, pode-se notar que a superficie do EG (Figura 42A)
apresenta um maior niamero de vales e picos (superficie mais irregular e
porosa) em relacdo a superficie modificada do EG ap0s a eletropolimerizacdo
em 10 ciclos de varredura de potencial (Figura 42 B). Os valores de rugosidade
determinados por MFA para o eletrodo de grafite foi de 98,66 £ 56 nm e
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modificado com poli (3-HBA) foi de 24,5 + 1,87 nm. Os valores de rugosidade
mostram que o filme reduziu em aproximadamente 75 % a rugosidade da
superficie do EG.

Essa reducdo consideravel da rugosidade do eletrodo de grafite
modificado com um filme polimérico delgado, eletropolimerizado apenas com
10 ciclos de potencial, se deve a estrutura tridimensional do poli (3-HBA), uma
vez que, a massa do polimero eletrossintetizada na superficie do EG foi de
aproximadamente 0,11 + 0,01 mg. Esse valor foi semelhante ao valor
encontrado na eletrossintese do poli (4-HBA) em outro trabalho desenvolvido
pelo grupo de pesquisa do LAFIP**°,

6.1.5 Estudo de espectroscopia de impedéancia eletroquimica aplicado ao

eletrodo de grafite funcionalizado com o poli (3-HBA)

Os fendbmenos de transporte em eletrodos funcionalizados com sistemas
poliméricos comecaram a ser efetivamente estudados por espectroscopia de
impedancia eletroquimica (EIE) a partir da década de 90'"°. Nesse tipo de
sistema, eletrodo modificado, a configuracdo de célula (eletrodo / filme
polimérico / eletrélito) € a mais adotada para a analise das interfaces
envolvidas. Experimentalmente € o sistema mais facil de ser estudado,
entretanto, corresponde a situacgao fisica mais complicada, uma vez que, duas
ou mais interfaces diferentes (sistema assimétrico) estdo envolvidas e,
portanto, requer um maior nimero de parametros para ser descrito.

Como os eletrodos de grafite apresentam aspecto poroso (Figura (42
A)), mesmo apds funcionalizacdo com o polimero (Figura 42 (B)) as seguintes
regides sdo esperadas para a representacdo no diagrama de Nyquist para o
EG/poli (3-HBA): regido de controle cinético (altas frequéncias) e regiao de
controle por transporte de massa (frequéncias intermediarias). Vale destacar
gue na regido de controle cinético temos os semicirculos (componentes
resistivos e capacitivos em paralelos) devidos a efeitos de interface (polimero /
eletrglito, polimero / eletrodo), ja na regido de controle por transporte de massa,
h& o aparecimento de uma regido de Warburg devida a difusdo semi-infinita de
espécies no poli (3-HBA) que é definida por uma linha reta com angulo de

inclinacdo de 45°. Em baixas frequéncias ainda podemos esperar um
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comportamento puramente capacitivo devido a limitacdo do transporte de
massa pelo acumulo de carga.

Frequentemente, os resultados de EIE sdo associados a um circuito
elétrico. Os elementos mais utilizados para a interpretacdo de dados de
impedéancia em eletrodos modificados com filmes poliméricos estéo listados a

sequir:
a) Resistores: simulam o comportamento resistivo do EG, filme e eletrdlito.

b) Elementos de fase constante (EFC ou CPE ou ainda Qdl): elementos com a
impedancia definida por Z cpey= Accpe). (iw)"“PE. Em que, A é a constante de
frequéncia, w é a frequéncia angular e n pgy € um fator dimensional,
geralmente com valores entre 0,5 e 1. O significado fisico desse fator esta
relacionado com a heterogeneidade do eletrodo funcionalizado (eletrodo de
trabalho). Sendo assim, quando a superficie do referido eletrodo é irregular
(rugosa), a componente capacitiva do semicirculo é mais bem representada por
um elemento de fase constante que por um capacitor. Sendo assim, o CPE
simula o desvio do comportamento de um capacitor puro devido as

irregularidades de superficie do eletrodo’.

c) Elementos difusionais: Esses simulam os efeitos de difusdo. Podem
descrever uma difusdo semi-infinita (impedancia de Warburg, W) ou a difusdo
num meio onde a interface atrapalha o fluxo de espécies sendo representada
por uma funcéo tangente hiperbdlica, impedancia transmissiva (T).

O EG e o EG/poli (3-HBA) foram utilizados como substratos para a

reacdo redox do par Fe (CN)g*"™®

numa solugéo de ferro/ferricianeto de potassio
5,0 mmol L™ contendo KCI 0,1 mol L™ e estudados através de voltametria
ciclica e EIE. A voltametria ciclica foi utilizada para a determinacéo do potencial
de equilibrio (Ep;) de cada sistema (Figura 43). Os espectros de EIE foram
obtidos nos potenciais de meia onda (Epi.) de cada sistema, medidos

previamente.
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Figura 43: VC do 1° ciclo de varredura obtido a 50 mV s* em solucdo de
ferro/ferricianeto de potéssio 5,0 mmol L™ contendo KCI 0,1 mol L™, pH 6,7,
para: (a) EG; (b) EG/poli (3-HBA).
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Fonte: Autor, 2015.

Como podem ser observados na Figura 43 os potenciais de meia onda
(Epr) para o eletrodo funcionalizado e n&o funcionalizado ocorreram por volta
de 0, 21 V (seta verde, Figura 43). H4 também um pequeno deslocamento no
potencial de pico de oxidac&o para potenciais mais positivos (Figura 43 (b)), o
que indica modificacdo na superficie do eletrodo de grafite. Esse deslocamento
do potencial de pico do EG/ poli (3-HBA) provavelmente esta relacionado com
a diminuicdo da area eletroativa (menos rugoso) e a repulsdo entre a sonda
redox anibnica com o0s grupos anibnicos do filme em pH 6,7, isso sera
apresentado com mais detalhes na discussao dos resultados da resisténcia a
transferéncia de carga da Tabela 1.

Os resultados de EIE foram tratados a partir da simulagdo do espectro
de impedancia com circuitos elétricos, através do software do NOVAL1l.1 em
interface com o Autolab. A Figura 44 mostra os espectros de EIE no plano
complexo (diagrama de Nyquist) e os graficos de variacdo do modulo de
impedancia e do angulo de fase com a frequéncia (diagramas de bode),
comparando os resultados experimentais com os resultados simulados, para o
EG e EG/poli (3-HBA).
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Figura 44: Diagramas de Nyquist (a esquerda) e Bode (a direita) dos
espectros de impedancia eletroquimica do EG e EG/poli (3-HBA), obtidos em
solucdo de K4[Fe(CN)s] / Ks[Fe(CN)s] 5,0 mmol L™ contendo KCI 0,1 mol L™;
polarizados a 0,21 V; Amplitude 5 mV; Intervalo de frequéncia: 10* a 102 Hz.
As linhas solidas representam os resultados simulados a partir do circuito da
Figura 45. As insercdes correspondem a uma ampliacado (zoom) nas regides de

alta frequéncia (diagrama de Nyquist).
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Fonte: Autor, 2015.

Ao comparar os diagramas de Nyquist entre o EG (Figura 44(A)) e o
eletrodo de grafite funcionalizado (Figura 44 (C)) verifica-se um semicirculo na
regido de alta frequéncia seguido de um comportamento do tipo Warburg, o
gue evidencia um sistema controlado pelo processo difusional. Ja nos graficos

de bode, observa-se que os angulos de fase destacados em azul, para o EG
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(Figura 44 (B)) e para o eletrodo funcionalizado (Figura 44 (D)), em baixas
frequéncias, estdo proximos de 45° isso é caracteristico de sistema
controlado por processo difusional. Além disso, no grafico de Bode € possivel
observar apenas uma constante de tempo para o EG e EG/poli (3-HBA) em
consonancia com a presenca de apenas um semicirculo (Nyquist). Sendo
assim, € esperado que o0 EG e o EG/poli (3-HBA) apresentem circuitos elétricos
semelhantes para simulacédo de seus dados experimentais. A Figura 45 mostra
o0 circuito elétrico equivalente que melhor se ajustou aos dados experimentais e

a Tabela 1 mostra os valores obtidos para cada parametro investigado.

Figura 45: Circuito elétrico equivalente proposto para os resultados de EIE
para: (A) EG; (B) EG/poli (3-HBA).

Fonte: Autor, 2015.

Para as condi¢fes do experimento, o circuito elétrico equivalente para o
EG (Figura 45 (A)) foi um circuito do tipo Randles. Nesse tipo de circuito, Rs
representa a resisténcia da solucao eletrolitica, em série com um elemento de
fase constante (Qdl), representando o acumulo de espécies carregadas na
interface eletrodo/solucédo em paralelo a resisténcia a transferéncia de carga do
par redox (ferro/ferricianeto). Entretanto, um comportamento difusional das
espécies eletroativas é frequentemente observado em eletrodos porosos de
carbono, de maneira que um elemento difusional de Warburg (W),
normalmente, é adicionado em série & resisténcia a transferéncia de carga’’.

O circuito elétrico equivalente para o EG/poli (3-HBA) (Figura 45 (B)) foi
semelhante ao circuito do EG, exceto pela insercdo de mais um elemento

difusional, impedancia transmissiva (T) em série com a impedancia de

=



Warburg. O elemento difusional T estd relacionado a difusdo finita de
espécies num meio onde uma das interfaces dificulta esta difusdo (filme
polimérico), isso resulta numa relacdo da dispersdo em frequéncia com uma

funcao tangente hiperbélica'’®, definida como mostra a equacéo 6:

Equacédo 6: Zm)= ﬁ tanhB (jWw)/?

Em que: Yo é a admitancia, medida em siemens (Q™), representa o inverso da
impedancia (Z); B refere-se a susceptancia do meio, medida em siemens (Q™)
sendo, portanto, o reciproco da reatancia (Xc). A susceptancia esta relacionada
com o coeficiente de difusdo da solucdo (D) e com a espessura (L) do filme

polimérico eletrossintetizado, como mostra a equagéo 7:
Equacdo 7: D= L%B?

Com isso, podemos avaliar a difusdo de espécies na interface polimero
leletrélito em funcédo dos valores de B e da espessura do filme. O valor obtido
para o parametro B foi baixo devido, principalmente, a delgada camada do

filme depositada, em 10 ciclos de potencial, na superficie do eletrodo de grafite.

Tabela 1: Parametros elétricos para o EG e EG/poli (3-HBA) polarizados a 0,21
V obtidos em solucéo de ferro/ferricianeto de potassio 5,0 mmol L™ contendo
KCI 0,1 mol L. Ajuste (Figura 45).

Qui T
2 -3 RS Rct W
X /10 Yo Nl YO B 1
(Q) 1 n (Q) 4 . (Q™".s)
(Q".s" (Q".s) (s
EG 9,30 29 |6,85.10° | 0,53| 18 - - 10,50. 107
EG/poli 3,70 30 |6,07.10° | 0,47 | 71,30 | 37.10° | 0,07 | 6,34.10°
(3-HBA)

Fonte: Autor, 2015.

Os valores apresentados na Tabela 1 sdo condizentes com o circuito

descrito e mostram claramente a alteragcdo nos parametros elétricos apos a



funcionalizagdo do eletrodo de grafite com o poli (3-HBA). Os dois circuitos
apresentaram bons valores de chi-quadrado (x?), na ordem de 107,
demonstrando um baixo erro estatistco na simulacdo dos dados
experimentais. Conforme ja citado anteriormente, Rs representa a resisténcia
Ohmica da solugcdo. Nos dados simulados, os valores de Rs ficaram
praticamente constantes no EG/poli (3-HBA) em relagdo ao EG, uma vez que,

os espectros de EIE foram realizados no mesmo meio eletrolitico, sendo assim,

a resisténcia da solucdo é praticamente constante, a pequena variacao
encontrada esta dentro da margem do erro experimental.

Em relacdo ao elemento de fase constante (Qdl), observa-se que houve
um pequeno decréscimo no seu valor do eletrodo funcionalizado em relacdo ao
EG. Vale ressaltar que, neste caso, o Qdl fornece informacgdes a respeito da
rugosidade/porosidade (area eletroativa do material) podendo ser tomado como
um dado importante para analise da superficie polimérica. Para o EG o maior
valor de QdI pode ser explicado pela maior rugosidade (Figura 42 (A)), sendo
que a medida que ocorre a polimerizacdo na superficie do eletrodo essa
comeca a ser recoberta (Figura 42 (B)) conforme discutido no item 6.1.4. Vale
ressaltar também que a pequena variacdo encontrada para os valores de QdlI
entre o eletrodo funcionalizado e ndo funcionalizado esté relacionada com a
delgada camada de material polimérico eletrossintetizada em apenas 10 ciclos
de varredura. Essa ideia € consistente com a reduc¢éo do valor de N encontrado
para o EG/poli (3-HBA), uma vez que, N esta relacionado com as
irregularidades do eletrodo, normalmente, encontra-se entre 0,5 e 1 para
eletrodo poroso como € o caso do grafite e proximo de 1 para superficie plana
(capacitor ideal). Um valor de N proximo de 0,5 (Tabela 1) é caracteristico de
sistema controlado por processo difusional, conforme ja apresentado
anteriormente na discussao dos graficos de Nyquist e Bode.

O valor da resisténcia a transferéncia de carga, Rct, aumentou
consideravelmente do EG para o eletrodo funcionalizado, isso também pode
ser comprovado na diminui¢cdo das correntes de pico anddico e catédico do par
redox Fe?*/Fe®" (ver Figura 43 (b)). Esse aumento da Rcte e diminuicdo do Qdl
no eletrodo modificado, provavelmente, estdo relacionados com a diminui¢cado
da area eletroativa do material. Nesse contexto, vale mencionar que em pH 6,7

0s grupamentos carboxilas livres do filme estdo desprotonados (R-COO’), com



isso, a malha polimérica com carga residual negativa dificulta a transferéncia
eletrdnica (repulsdo eletrostdtica) do par redox também negativo
(Fe (CN)&*™).

Em relacdo a inser¢cdo do componente difusional T no circuito elétrico do
eletrodo funcionalizado € mais uma prova concreta de alteragdo na superficie
eletroativa do EG, uma vez que, o filme polimérico, no caso especifico desse
experimento em pH 6, 7, atrapalha a difusdo dos contra-ions e do par redox na
interface filme / eletrélito. A presenca desse elemento difusional no circuito
elétrico do filme corrobora com a ideia anterior para explicar o aumento da Rct
apos a funcionalizacao do eletrodo.

O elemento difusional de Warburg (W), que representa a difusdo semi-
infinita das espécies nas porosidades do material, apresentou um pegueno
decréscimo ao funcionalizar o grafite com o poli (3-HBA). Isso, provavelmente,
esta relacionado a adsorcdo da estrutura espacial polimérica na superficie
eletroativa, reducdo da rugosidade do material. Com isso, percebe-se
claramente a forte influéncia da estrutura tridimensional do filme polimérico
(alteracdo da rugosidade) nas propriedades eletroquimicas da superficie
sensora, a qual sera utilizada para imobilizar biomoléculas para o
desenvolvimento do biossensor.

Sendo assim, para uma melhor compreensao das propriedades desse
filme (funcionalizacdo do EG, imobilizacdo de biomoléculas) € indispensavel o
conhecimento de sua estrutura molecular (disposicdo espacial e grupos
funcionais) e eletrénica.

Nesse contexto, o estudo de quimica tedrica constitui-se como uma
ferramenta de fundamental importancia para a melhor compreensdo da
estrutura molecular e eletronica do filme. Além disso, é possivel também
elucidar o mecanismo de eletropolimerizacdo do filme e ainda estudar as
interacdes das biomoléculas, imobilizadas na superficie transdutora do EG/poli
(3-HBA), com o referido polimero no desenvolvimento de um imunossensor

para diagnostico da anaplasmose bovina.
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6.2 ESTUDO TEORICO DO POLI (3-HBA) —
en
Em virtude da evolucéo tecnolégica na area de informatica, diversos
métodos computacionais sao aplicados, atualmente, no estudo e planejamento
de novas substancias'’’. Nesse contexto, a modelagem molecular do poli (3-
HBA) torna-se indispensavel, pois através dela pode-se ter uma descricdo
detalhada da estrutura molecular, das interacfes intermoleculares e até mesmo
na inferéncia da reacdo quimica de polimerizacdo do polimero que ocorre na

superficie do EG.

6.2.1 Comparacao entre os espectros de infravermelho experimental
e tedrico do poli (3-HBA)

A Figura 46 mostra os espectros de infravermelho experimentais do 3-
HBA e poli (3-HBA).

Figura 46: Espectros de infravermelhos obtidos em pastilhas de KBr para: (a)
3-HBA e (b) poli(3-HBA) eletropolimerizado em pH 0,5; com 20 ciclos

consecutivos em resolucdo de 4 cm™.
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(3400)

(-C=0)

Intensidade / u.a.
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ac. carboxilico) (1047)

(C-O-C de éter)
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Numero de onda / cm'l

Fonte: Autor, 2015.



Devido a presenca dos grupos funcionais (-OH e -COOH) na estrutura
aromatica do 3-HBA foi possivel identificar um espectro de estrutura
complexa (Figura 46a). Para o espectro de infravermelho do 3-HBA, na regiao
de 3350 cm™, observa-se uma larga banda caracteristica de deformac&o axial
O-H de acidos carboxilicos. Outra banda de relevante importancia localiza-se
em 1696 cm™ a qual representa uma deformac&o axial C=0, caracteristica de
acidos carboxilicos. Os picos conseguintes encontram-se de forma mais
complexa, entretanto, na sua grande maioria, representam deformacdes tipicas
de compostos aromaticos; em 1577 e 1468 cm™ s&o deformacdes axiais C=C
aromaticos; em 1391cm™ ocorre uma deformacdo angular C-O-H tipica de
compostos fendlicos; em 1217cm™ também existe uma deformacédo axial C-O
caracteristica de compostos fendlicos, e, finalizando, por volta de 877 e 714
cm™ encontramos deformagées C-H angulares fora do plano caracteristicas de
compostos aromaticos.

O polimero formado a partir da eletropolimerizacdo do 3-HBA
apresentou um espectro modificado (Figura 46b), considerando o espectro do
mondmero de partida (Figura 46a), com destaque para algumas observacoes.
O espectro do poli (3-HBA) apresentou um menor numero de picos
representativos dos grupos funcionais, presentes em sua estrutura. Na regido
de 3400 cm™ ainda esta presente, mas com um perfil diferente, uma banda
alargada intensa caracteristica de deformacao O-H de &cidos carboxilicos. Em
1706 e 1627 cm™ ocorrem bandas atribuidas a C=0 de 4cidos carboxilicos com
uma provavel sobreposicdo com outras bandas. O perfil e a proximidade
desses picos tornam este resultado relativamente impreciso, pois, esta regiao
abrange outras possibilidades de deformacgdes de grupos funcionais distintos.
Assim como no 3-HBA, o espectro do poli (3-HBA) em 1399 cm™ apresentou
deformagfes axiais C=C de compostos aromaticos.

E, por fim, entre 1147 e 1066 cm™ ocorreu uma deformacdo axial
assimétrica C-O-C bastante intensa e caracteristica de éteres. Através da
analise realizada dos espectros obtidos € possivel perceber uma diferenca
relevante quanto ao aparecimento da banda caracteristica de éteres (C-O-C)
em 1.066 cm™ no espectro do poli (3-HBA). Este fato permite sugerir que a

polimerizacao esta acontecendo através da hidroxila fendlica presente no anel
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aromatico, pois a banda O-H caracteristica de acidos carboxilicos se mantém
preservada no espectro do polimero, descartando assim, a possibilidade da S
polimerizacao ter ocorrido através deste grupamento. O espectro vibracional
do dec (3-HBA) simulado utilizando DFT é bastante similar com os dados
experimentais obtidos para o poli (3- HBA).

A Figura 47 mostra o espectro de infravermelho tedrico obtido pelo

calculo B3LYP/6-31G para o decamero do 3-HBA.
Figura 47: Espectro de infravermelho tedrico obtido pelo célculo B3LYP/6-31G

para o decamero do 3-HBA. Calculado com meia largura e meia altura em 15

cm’ %, corrigidos com o uso de um fator de escala de 0,947.

SN a—
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Fonte: Autor, 2015.

No espectro tedrico do decamero 3-HBA (Figura 47) vale destacar que
em 3345 cm™ ha uma deformacdo caracteristica de OH (4cido carboxilico).
Verifica-se também em 1725 cm™ um pico de baixa intensidade, caracteristico
da deformacdo C= O de acidos carboxilicos, além de uma deformacéo axial de
compostos aromaticos C=C em 1350 cm™. Outra banda em destaque nesse
espectro ocorre em 1075 cm™ que é uma deformac&o axial tipica de éteres.

Na comparacao entre os espectros teéricos do decamero 3-HBA (Figura
47) com o espectro experimental do poli (3-HBA) (Figura 46 b), foi necessario
corrigir os picos de absorcdo do espectro tedrico usando um fator de escala

igual a 0,947 (http://cccbdb.nist.gov/vsf.asp). ApOs essa correcdo, 0s picos, de



uma forma geral, apresentaram uma boa concordancia com os dados

experimentais como apresentado na Tabela 2.

Tabela 2. Alguns dos sinais de infravermelhos atribuidos ao poli (3-HBA) e ao
decamero (3-HBA).

NGmero de onda/cm™ Atribuicdo do numero de onda dos
poli(3-HBA) dec(3-HBA) espectros de infravermelho

3400 3408,70 — 3432,23 Deformacdo axial O-H (ac. carboxilico)

1706 1716,12 — 1728,66 Cc=0 Deformacéo de acidos
carboxilicos.

1399 1397,60 — 1399,91 C=C Deformagcdo de aromético no
plano.

1047;1055; 1066 1048,06 -1187,73 C-O-C Deformacédo axial assimétrica
(caracteristico de éter)

Fonte: Autor, 2015.

6.2.2 Inferéncia de mecanismo para a eletropolimerizagao do poli (3-HBA)

A proposta de uma inferéncia de eletropolimerizacdo requer o
conhecimento prévio do numero de elétrons envolvidos na oxidacdo dos
mondmeros. Téchicas como a VC podem ser empregadas para esta finalidade,
todavia a voltametria de onda quadrada (VOQ) € mais adequada para sistemas
totalmente irreversiveis'’®1"%18 Nesses sistemas costuma-se observar apenas
0 pico catddico ou anddico. No caso da polimerizagdo do poli (3-HBA) a partir
do 3-HBA observou-se apenas o pico anodico referente a oxidacdo do
mondmero (Figura 28), sendo assim, a VOQ constitui-se como uma técnica
adequada para determinar o numero de elétrons envolvido na oxidacdo do
mondmero (sistema totalmente irreversivel). A Figura 48 mostra o
voltamograma de onda quadrada para a oxidacdo do 3-HBA, na janela de
potencial de + 0,8 V a + 1,2 V em diferentes frequéncias de aplica¢do de pulso.

A Figura 48 também mostra a relacao linear entre as correntes de pico e
as respectivas frequéncias aplicadas, uma vez que, essa linearidade € uma

caracteristica intrinseca de processos redoxes irreversiveis.

<7
SN



Figura 48: (A) Voltamograma de onda quadrada para oxidacdo do 3-HBA.
Amplitude: 0,02 V, Incremento: 0,005 V, Frequéncia: 1, 5, 25 e 35 Hz,
Eletrélito suporte: HCIO4 0,5 mol L™ contendo 2,5 mmol L de 3-HBA. (B)

Regressao linear entre a corrente de pico e o0s incrementos de frequéncia

aplicados.
1,0 1,0
0,9+ 1=0,21399 + 0,02138
0,8+ 35 Hz 0,8- R = 0,99351
L}
0,7 -
< 51 (A) 0sl (B)
[ E .
~ 0,5-
= 0,41 1Hz -
= 0,44
0,2 - 0,3
0,2-
0l0 Ll Ll Ll
0,8 1,0 1,2 14 0,1 L T T T T T T

BTN ys:AY(AgCH) Frequéncia / Hz

Fonte: Autor, 2015.

O numero de elétrons envolvidos na oxidacdo anddica do 3-HBA foi

determinado a partir da Equac&o 8%

b3

LART

naF

~ ) Ep _
Equagéo 8: A~ +

ba

onde: Ep € o potencial de pico, f € a frequéncia, R é a constante dos gases
ideais, T é a temperatura em kelvin, n € o nimero de elétrons envolvidos na
oxidacdo do 3-HBA, a é o coeficiente de transferéncia eletrénica e F é a

constante de Faraday 8% 18,

A Figura 49 mostra as relagdes entre Ep e log f obtidas para a oxidacéo
do 3-HBA nas frequéncias de 1, 5, 25 e 35 (Figura 48).

@
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Figura 49: Parametros de regressao linear da curva Ep vs. log f obtidos dos
voltamogramas de onda quadrada para o 3-HBA. Amplitude: 0,02 V,
Incremento: 0,005 V, Frequéncias: 1, 5, 25 e 35 Hz, Eletrélito suporte: HCIO4
0,5 mol L™ contendo 2,5 mmol L™ de 3-HBA.

Ep = 1.10683 + 0.04056 log f
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Fonte: Autor, 2015.

Utilizando a equacédo 8 para encontrar o nimero de elétrons do 3-HBA,
vale que o0 quociente a esquerda da igualdade pode ser obtido a partir da
tangente da reta Ep vs. log f (Figura 49) e o quociente a direita da igualdade
pode ser resumido em + 0,0295 /na para R = 8,314 J K* mol™®, T = 298,15 K e
F = 96485,3399 C mol™. O sinal positivo ou negativo esta relacionado com a
inclinacdo da reta (processo de oxidacdo é positivo e no de reducédo o sinal é
negativo).

Substituindo os valores ja citados na equacéo 8 encontramos um valor
para n igual a 1, ou seja, o acido 3-hidroxibenzéico perde um elétron na
oxidacdo anddica por unidade monomeérica, com um coeficiente de
transferéncia eletronica (a) de 0,73'®. A perda de um elétron pelo 3-HBA gera
0 seu respectivo cation radical (cr3-HBA). Vale ressaltar que esse elétron &
retirado durante a oxidagdo da molécula do 3-HBA e ndo de um ponto
especifico da mesma.

A Figura 50 mostra a estrutura do cation radical do 3-HBA com os

valores das densidades de spin do elétron igual ou acima de 0,10. Esses
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valores de densidade de spin indicam as posicoes que apresentam as
maiores variagfes de carga apoés a retirada de um elétron, ou seja, indicam
0s sitios de reacéo, posicdes com as maiores probabilidades para localizar o
elétron desemparelhado. No caso da densidade de spin ser igual ou proximo
de zero, elétrons emparelhados, o valor da densidade de spin mais préximo de
0,5, elétron desemparelhado, constituindo um possivel sitio de reacao radicalar
em se tratando de reacdes radicalares ou reacdes por cations radicais como €é
0 caso do cr3-HBA.

Figura 50: Estrutura do cr3-HBA com as densidades de spin do elétron dos
atomos gque apresentam valores iguais ou superiores a 0,10 e suas respectivas

estruturas de ressonancia.

O.__OH ) % —H —H (0 —H
0,41 0,21 |-(—;- N— "
Sl N
~ +F
OH

R=-COOH

Fonte: Autor, 2015.

Em relacdo aos atomos de carbono do anel aromatico (Figura 50),
verifica-se que apenas os carbonos de numero 2 (0,21), 4 (0,10) e 6 (0,41)
apresentam densidade de spin maiores ou igual a 0,10. Essas posicoes
conforme ja mencionado anteriormente constituem o0s possiveis sitios de
reacdo no anel aromatico. Nesse caso, vale destacar que as posi¢bes C2 e C6
apresentam impedimento estérico devido a proximidade (posi¢cdo orto) com a
carboxila ligada diretamente ao anel aromatico, dificultando assim, a
propagacdo da reacdo de eletropolimerizacdo do 3-HBA por esses sitios
reacionais. A posicdo C4 por sua vez ndo apresenta nenhum impedimento
estérico constituindo assim um sitio de reacao favoravel a propagacao da
reacao de eletropolimerizacdo. Conforme ja apresentado anteriormente, 0
espectro de infravermelho experimental (Figura 46) indicou a presenca do
grupo éter na estrutura do polimero (por volta de 1147 e 1066 cm™ presenca de

uma deformacdo axial assimétrica C-O-C). Com isso, a inferéncia de
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mecanismo para a reacdo de polimerizagdo do 3-HBA pode ser dividida
basicamente em trés etapas: =2

I. Oxidacdo dos monémeros para a formacao dos cations radicais.

Il.  Acoplamento dos cétions radicais envolvendo o carbono aromatico C4 e
0 oxigénio fendlico seguido de desprotonagdo para reconstituir a
aromaticidade.

[ll.  Acoplamento entre os oligdmeros reoxidados com os cations radicais
oriundos da oxidagdo do mondémero.

A Figura 51 mostra a inferéncia de mecanismo para a

eletropolimerizacéo do 3-HBA até a formacéao do poli (3-HBA) como produto.

Figura 51: Inferéncia de mecanismo de polimerizacdo para o poli (3-HBA)
via C4.
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Fonte: Autor, 2015.

A etapa de propagacado da polimerizacdo € determinada a partir da

reoxidacdo dos oligbmeros durante os ciclos de potencial na superficie do



eletrodo de grafite. Na sequéncia, esses cations radicais de oligdmeros ja &
reoxidados acoplam-se aos cétions radicais de outros mondmeros presentes S
no meio reacional. A etapa de terminacdo ocorre apds cessar os ciclos de
potencial.

No esquema proposto (Figura 51), temos o acoplamento de cations
radicais nas posi¢cdes C4 do anel aromatico e oxigénio fendlico resultando em
estruturas do tipo poli aril éter, com a presenca de grupos carboxilas livre que
poderdo interagir através de ligacdes de hidrogénio com as biomoléculas
imobilizadas na superficie transdutra funcionalizada com o poli (3-HBA).

A Figura 52 mostra uma estrutura tridimensional de minimo de energia
otimizada pela andlise conformacional Monte Carlo para o bisdecamero éter

derivado do 3-HBA.

Figura 52: Estrutura de minimo de energia do bisdecamero éter derivado do 3-
HBA, otimizada utilizando analise conformacional Monte Carlo (A) estrutura

protonada; (B) estrutura parcialmente desprotonada.

(A) (B)

Fonte: Autor, 2015.

A partir da estrutura de minimo de energia para o bisdecamero éter
derivado do 3-HBA (Figura 52) €& possivel verificar uma tendéncia de
dobramento na sua cadeia que origina uma disposicdo globular em sua

estrutura tridimensional. Essa disposigéo provavelmente fica mais bem definida



com o aumento da cadeia polimérica, isso em consequéncia das maiores —
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interagbes intermoleculares (ligagbes de hidrogénio entre carboxilas e
carboxilatos, bem como as interacbes pi (1) entre 0s anéis aromaticos)
existentes em sua estrutura. Essa conformacdo globular para a estrutura
polimérica é consistente com os dados experimentais, uma vez que, 10 ciclos
de potencial de varredura (flme delgado) reduziram em mais de 75% a
rugosidade do eletrodo de grafite (Figura 42 B).

Essa disposicdo espacial para o poli (3-HBA) também € muito
interessante para funcionalizar a superficie transdutora do EG, uma vez que, as
biomoléculas ao serem imobilizadas no eletrodo funcionalizado com esse filme
podem facilmente se prender na sua estrutura globular (sulcos) e ficarem
retidas na superficie sensora ao invés de serem lixiviadas para a solucao
eletrolitica. Com isso, a sensibilidade do biossensor aumenta ao funcionalizar o
eletrodo de grafite com o poli (3-HBA). Isso sera discutido posteriormente nos
itens 6.3 e 6.4.3, ja que foram realizadas detec¢Bes (bases nitrogenadas e
interacBes antigeno-anticorpo) com o eletrodo de grafite funcionalizado com o
poli (3-HBA) e as mesmas detecc¢des sem funcionalizar o EG.

Outro fato relevante relacionado com a imobilizagdo de biomoléculas no
eletrodo funcionalizado se deve a presenca da carboxila livre na estrutura
polimérica. Essas carboxilas podem estar protonadas (R-COOH) ou
desprotonadas (R-COOQO’). Os valores de pka; e pka, para o 3-HBA sé&o
respectivamente 4,06 e 9,92'% Com isso, o estado de protonacdo vai
depender apenas do pH da solucdo em que se encontra a biomolécula a ser
imobilizada. Em pH 7,0 aproximadamente 99,88% das carboxilas estdo
desprotonadas. Com isso, dependendo do pH do meio, esse filme pode ser
utilizado na imobilizagdo de biomoléculas que dependem de proétons (Figura 52
(A)) para melhor interagdo na superficie sensora do eletrodo, assim como na
imobilizacdo de biomoléculas que ndo dependem de prétons, como as
biomoléculas com carga residual positiva que por sua vez irdo interagir
facilmente com o filme desprotonado (Figura (52 B)) com carga residual

negativa.



6.2.3 Espectroscopia do Ultravioleta/Visivel e calculo do band gap do
poli (3-HBA).

A Figura 53 mostra o espectro de absorcdo UV-vis do dec(3-HBA) em
acetonitrila, simulacdo tedrica usando o funcional DFT m06 e o conjunto de
base 6-311G (d, p).

Figura 53: Espectro de absorcdo UV-vis do dec (3-HBA) em acetonitrila,
simulacéo tedrica usando o funcional DFT m06 e o conjunto de base 6-311G(d,
p). Insercéo: Espectro de absor¢cdo UV-vis experimental do (a) 3-HBA e (b) poli

(3-HBA), em acetonitrila.
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Fonte: Autor, 2015.

Na Figura 53 é possivel identificar um maximo a 289 nm e um ombro a
cerca de 330 nm que caracterizam 0 espectro de absor¢ao eletrénica simulado
para o dec (3- HBA) em acetonitrila. A Figura 54 mostra os orbitais moleculares
do dec (3-HBA).
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Figura 54: Orbitais moleculares relacionados com a transicdo eletrGnica
So—S; do dec (3-HBA).
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Fonte: Autor, 2015.

A andlise dos orbitais moleculares (Figura 54) sugere que o ombro
estd relacionado com uma transicdo S0—S1 semelhante a uma transicéo
benzendide T, T* transicdo eletrbnica (HOMO—LUMO (83%) e
HOMO—LUMO+3 (12%)). Apesar do carater 1, m* a forca do oscilador (f =

*

0,0912 ) desta transicdo sugere que é de baixa probabilidade, devido ao
arranjo espacial dos orbitais moleculares envolvidos. E possivel identificar que
0 HOMO ficou distribuido entre dois monémeros em uma das extremidades da
cadeia (Figura 54). Os orbitais moleculares relacionados aos estados virtuais
gque compdem a “banda de conducdo” estdo ocupando toda a extensdo da
molécula. Isso € indicativo de uma eficiente transferéncia de carga durante a
excitacdo eletrdénica do polimero. Essa propriedade é uma caracteristica muito
desejavel para os materiais semicondutores.

O espectro eletronico do monémero (Figura 53 (a)) mostra trés bandas
localizadas em: 202 230 e 294nm. Essas bandas estdo respectivamente
correlacionadas com as transi¢des teoricas localizadas em 203, 235 e 283 nm.
Por outro lado, o espectro de absorcéo do poli (3 - HBA), Figura 53 b, € mais
difuso, apresentando mudancas significativas no que diz respeito ao espectro
do monémero, uma vez que, o espectro do poli (3-HBA) apresenta dois ombros
na faixa compreendida entre 260 e 400 nm, e um maximo em
aproximadamente 214 nm. Nesse mesmo espectro (Figura 53 (b)) também é
possivel observar que ha uma cauda que se estende para comprimentos de
onda menores do que 214 nm, mas isso se deve, provavelmente, a um

conjunto consideravel de transicbes eletrbnicas e/ou vibracionais com a

Q\
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participagcéo dos estados eletronicos envolvendo as interagdes entre soluto e
solvente, dissipagdo nao-radiativa (relaxagao vibracional e a conversao
interna). H4 também um aumento do grau de absorcdo acima de 400 nm. O
prolongamento do espectro de absorcdo até na faixa do visivel se deve,
provavelmente, ao aumento da extensao de conjugacao da cadeia polimérica e
a incorporacdo de estados eletrdnicos e Vvibracionais decorrentes das
interacdes entre o soluto e o solvente (relaxacao por fluorescéncia).

Nesse contexto vale destacar que a deslocalizacdo dos orbitais
moleculares acima e abaixo da cadeia polimérica permitira uma mobilidade de
carga na extensao dessa cadeia. Entretanto, para um polimero conjugado, ha
diferencas na distancia entre as ligacfes, uma vez que, nas duplas ligacées a
distancia é menor em relacdo as ligacbes simples. Essa variacdo entre as
distancias das ligaces na cadeia polimérica promove a distorcéo de Peierls'®.

A distorcao de Peierls faz com que os orbitais ocupados 1T € os orbitais
vazios T* se expandam originando orbitais moleculares analogos as
conhecidas bandas de conducdo e de valéncia encontradas em
semicondutores, também chamadas respectivamente de LUMO e HOMO™*

A energia requerida para retirar um elétron (e) do HOMO e leva-lo a
uma distancia infinita no vacuo é chamada de potencial de ionizacdo (Pl), e a
energia requerida para trazer o elétron de uma distancia infinita no vacuo até o
LUMO é chamada de afinidade eletrénica (AE). A energia representada pelo
infinito no vacuo é chamada de nivel de vacuo (NV).

Assim, a diferenca de energia entre os valores de Pl e AE nada mais é
gue a diferenca de energia entre HOMO e LUMO, denominada de energia de
band gap (Egap) '®*. Os valores de Pl e AE podem ser obtidos através da
aplicacdo da técnica de voltametria ciclica®®. No presente trabalho, EG/poli (3-
HBA) foi imerso na solucdo do eletrolito suporte de polimerizagdo (HCIO,4 0,5
mol L) para obter o VC. Através desse voltamograma, nas regifes de
potenciais anddicos e catodicos, determinaram-se 0s potenciais de oxidagéo e
reducdo do filme polimérico (Figura 55). Esses potenciais devem ser
determinados no inicio em que ocorre o aumento da corrente na varredura
direta e também no inicio em que ocorre o aumento da corrente na varredura
inversa na forma de acumulo de carga em funcdo do potencial aplicado®. Na

verdade, esse aumento de corrente nas varreduras direta e inversa caracteriza
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0 acumulo de carga positiva e negativa, respectivamente, nas malhas
poliméricas.

Sendo assim, nenhuma carga € acrescentada ou retirada do polimero
até que um potencial correspondente a esse nivel de energia seja atingido,
com isso, essa troca de carga estd diretamente relacionada ao maximo da
densidade de estado ocupado (HOMO) e ao minimo da densidade de estado
desocupado (LUMO) 8¢

Como as medidas sédo feitas em solucbes e ndo no vacuo, devemos
corrigir os valores encontrados para os potenciais de oxidagdo e reducdo do
VC, afim de que os valores de Pl e AE sejam condizentes as condi¢des do
experimento. Essa correcdo € feita levando-se em consideracdo o tipo de
eletrodo de referéncia empregado e o tipo de solucéo eletrolitica utilizada como
eletrdlito suporte. Com isso, fica evidente, que para cada eletrodo de referéncia
e solucédo eletrolitica empregados, haverd um valor para o fator de correcéo.
No presente estudo o eletrodo de referéncia empregado foi o Ag (AgCl) em KCI
3 mol L e o eletrdlito suporte foi a solugdo de HCIO4 0,5 mol L™, nessas

condicées o valor de correcao atribuido aos potenciais foi de 4,4 V**°.

Figura 55: Voltamogrma ciclico obtido apos eletropolimerizacdo, somente em
solugdo de &cido perclérico 0,5 mol L™, na auséncia do mondmero, para o

eletrodo de grafite modificado com poli (3-HBA), v =50 mV s™.
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Fonte: Autor, 2015.
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Uma estimativa mais rigorosa da energia relacionada com a transi¢cao
So—S; foi feita usando o conjunto de bases 6-311++G (2d, 2p) e com o
mesmo objetivo utilizou-se também o funcional GGA, essas tentativas
resultaram em um valor proximo de 3,71 eV (cerca de 334 nm). Este valor foi
considerado como sendo o intervalo de banda para o modelo em estudo. O
valor experimental estimado para o poli (3 - HBA) usando voltametria ciclica foi
de aproximadamente 1,20 eV (Figura 55), tipico de material semicondutor (Gap
<3eVv)¥,

No entanto, o valor encontrado de 3, 71 eV é relativamente consistente
ao considerarmos a extensdao da cadeia, devido ao processo de
eletropolimerizacdo. A abertura da faixa estimada para o 3-HBA é de
aproximadamente 4,39 eV. A diminuicdo do intervalo de banda como
incremento da cadeia do polimero é estendido e sugere que o modelo proposto
para a formagéo do poli (3 - HBA) comporta, a primeira vista, de acordo com o
esperado. A analise do espectro de densidade de estados para o dec (3-HBA)
(Figura 56) reforca a ideia de que o referido material apresenta caracteristicas

semelhantes as exigidas para materiais semicondutores.

Figura 56: Espectro de densidade de estados para o dec (3-HBA).
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Fonte: Autor, 2015.

6.3 APLICACAO DO EG/POLI (3-HBA) NA IMOBILIZACAO DE BASES
NITROGENADAS E OLIGONUCLEOTIDEOS
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InvestigacOes foram conduzidas, utilizando-se o EG/poli (3-HBA) como
plataforma para imobilizagcdo de oligonucleotideo (poliGA), bem como a
deteccdo da hibridagcdo com o alvo complementar (poliCT). Os resultados
experimentais, para verificacdo da viabilidade do processo de imobilizacédo e
hibridizacdo foram obtidos por meio de voltametria de pulso diferencial através
de deteccéo direta.

Sabe-se que a deteccdo direta dos processos de hibridizacéo, para a
imobilizacdo de oligonucleotideos é baseada nos sitios de oxidacédo das bases
presentes ao longo do oligonucleotideo utilizado. Os sitios de oxidagdo e

reducdo para as bases nitrogenadas sdo mostrados na Figura 57.

Figura 57: Pareamento Watson-Crick de bases e o0s respectivos sitios de

A188, 189

oxidacao e redugédo do DN . (O) sitios de oxidacédo para A e G e (1) sitios

de reducédo para A, C e G.
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Fonte: Palecek, 1996.

Inicialmente, foi investigada a imobilizacdo das bases nitrogenadas
puricas e pirimidicas na superficie do EG sem ser funcionalizada com o poli (3-
HBA) em comparagdo com a imobilizagdo dessas mesmas bases, nas mesmas

condi¢cbes experimentais, no EG funcionalizado com o poli (3-HBA).
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A Figura 58 apresenta os voltamogramas de pulso diferencial que
retratam esse comparativo de imobilizagdo que foi avaliado de acordo com a
resposta eletroquimica das bases (correntes de pico) em tampao acetato 0,1
mol L. Esse experimento também serviu para demonstrar a importancia do
filme para minimizar o processo de lixiviagdo das bases nitrogenadas em

funcéo das sucessivas lavagens.

Figura 58: Voltamogramas de pulso diferencial em: (—) eletrodo de grafite

modificado com poli (3-HBA); (—) eletrodo de grafite ndo modificado contendo

guanina, G, (10 mmol L), adenina, A, (10 mmol L™), timina, T, (10 mmol L) e
citosina, C, (10 mmol L™). Eletrélito: tamp&do acetato 0,1 mol L™, pH 4,3.

Condicdes experimentais: Amplitude: 25 mV; duragcédo do pulso 60 ms; v= 10
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Fonte: Autor, 2015.

A Figura 58 mostra que as imobilizacbes das bases nitrogenadas

adenina, guanina, citosina e timina no eletrodo de grafite funcionalizado com o
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poli (3-HBA) apresentaram maiores valores de corrente de pico em relagéo a
imobilizagdo dessas bases no EG nao funcionalizado. Esses resultados SD
mostram claramente a eficiéncia do poli (3-HBA) na retencdo de bases
nitrogenadas na superficie transdutora do EG.

Essa propriedade do poli (3-HBA) provavelmente esta relacionada a sua
configuracéo espacial globular (Figura 52), que atua como "as malhas de uma
rede” fixando as bases nitrogenadas no EG, minimizando assim a lixiviacdo das
mesmas.

Outro fator que favorece a imobilizacdo das bases no eletrodo
funcionalizado é a presenca da carboxila (ou carboxilato) livre na estrutura do
filme. Esse grupo pode interagir por ligacdo de hidrogénio ou interacao
eletrostatica com o grupamento (-NH-) das bases nitrogenadas. Essas
interacdes (filme bases nitrogenadas) associadas a estrutura globular do poli
(3-HBA) promovem uma interacdo mais efetiva no momento da imobilizacdo o
que reduz a lixiviacdo dessas biomoléculas durante as etapas de lavagem,
justificando assim, o maior sinal de corrente encontrado nas deteccdes por
voltametria de pulso diferencial nos eletrodos funcionalizados em relagéo aos
eletrodos néo funcionalizados.

No intuito de explorar ainda mais as potencialidades dessa plataforma
com material genético, foi realizado um experimento que mostra a imobilizacéo
do oligonucleotideo poli (GA) (5- GGG GGG GGA AAA AAA A-3) na
concentracdo de 6,3 .10° mol L™ no eletrodo funcionalizado com o poli (3-
HBA)**®. Os experimentos de hibridacdo foram feitos apds incubacéo bem
como a deteccédo do alvo complementar (poli CT) (3-CCC CCC CCTTTTTTT
T- 5%) nas concentracdes de 5,86.10° mol L™, 2,90.10° mol L™e 5,81.10° mol
L. Nesse experimento monitorou-se o pico de oxidacdo da adenina, sem
utilizar nenhum intercalador eletroativo, portanto, a deteccéo foi direta através

da técnica de voltametria de pulso diferencial (Figura 59).



Figura 59: Voltametria de pulso diferencial em eletrodo de grafite modificado
com poli (3-HBA), contendo 18 pL de poli (GA) a 6,3 pmol L™: Auséncia de
Poli (CT) e ap06s 15 minutos de incubacédo a 37°C, com 18 pL desse alvo nas
concentracdes de: 5,86 umol L™, 29 umol L™ e 58,1 umol L™. Eletrélito suporte:
tamp&o acetato 0,1 mol L™ em pH 4,3. Condicdes experimentais: Amplitude: 25

mV; duracéo do pulso 60 ms; v= 10 mV s,
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Fonte: Autor, 2015.

A Figura 59 indica que a sonda poli (GA) foi eficientemente imobilizada
no eletrodo de grafite funcionalizado com poli (3-HBA) em tamp&o acetato pH
4,3. Apés a interagdo com alvo complementar poli (CT), ndo foi observado
deslocamento relevante do potencial de oxidagdo da adenina (1,26 V). Em
trabalho realizado por Oliveira-Brett e colaboradores'®* o pico de oxidacédo da
adenina em eletrodo de carbono vitreo foi de 1,33 V (Ag/AgCl).

Apbs o processo de hibridizagdo, ocorreu uma diminuicdo nos valores
de corrente de oxidagcdo monitorados para a adenina, deteccdo direta. Essa
diminuicdo da corrente de oxidac&o sugere que o sitio de oxidacdo dessa base
ficou mais comprometido devido as intera¢des por ligagdo de hidrogénio com a

base complementar (timina), indicando a hibridagédo entre a sonda e o alvo
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complementar o que provavelmente dificultou a oxidacdo da mesma'® 9,

=

Além disso, vale destacar também que a redugdo nos valores das §

correntes de pico observados apos a hibridac&do entre poli (GA) e poli (CT),
quando comparados com a fita simples de poli (GA), se deve a maior rigidez
estrutural apresentada pela dupla fita de DNA', uma vez que, a menor
flexibilidade conformacional da estrutura hibridizada aumenta a distancia entre
as bases nitrogenadas e a superficie eletroativa do EG/poli (3-HBA), com isso,
tem-se um aumento da resisténcia o que explica a reducéo da corrente de pico
(hibridagdo) em funcdo do aumento da concentracdo do alvo complementar
(poli CT), sem deslocamento do potencial de pico (inserto Figura 59).

A analise de regressao linear de corrente (MWA) versos concentracao
(umol L™Y) mostra o perfil de linearidade compreendido de 5,86. 10° a 5,81. 10°
(r>0,99).

Vale ressaltar que o intuito desse experimento ndo foi o de construir
uma curva analitica de calibracdo, e sim para mostrar a imobilizacdo do poli
(GA) no EG/poli (3-HBA) e o processo de hibridagdo em funcdo da
concentracdo do alvo complementar (poli CT), mostrando com isso, as
potencialidades dessa nova plataforma para o desenvolvimento de um

genossensor.

6.4 DESENVOLVIMENTO DE UM IMUNOSSENSOR PARA DIAGNOSTICO
DA ANAPLASMOSE BOVINA UTILIZANDO EG/POLI (3-HBA) COMO
SUPERFICIE TRANSDUTORA

A etapa da imobilizacdo de biomoléculas sobre a superficie do eletrodo
desempenha um papel importante na obtencdo da sensibilidade, seletividade e
estabilidade do imunossensor. Essas caracteristicas sdo avaliadas por meio de
controle quimico e cobertura de superficie, garantindo, assim, a capacidade de
reacdo, afinidade e estabilidade para a biomolécula imobilizada™®>.

Apoés andlise da deteccao do evento de hibridacao (poli (GA) / poli (CT)),
realizou-se a segunda aplicacdo para o EG/poli (3-HBA), desta vez, com a
imobilizagdo de um antigeno sintético de membrana da Anaplasma marginale

(Am1) para a deteccao do anticorpo IgG especifico da anaplasmose bovina.



6.4.1 Imobilizacdo da proteina de membrana da A. marginale na

superficie sensora

O genoma da A. marginale é circular com dimensdes entre 1,2 e 1,6
Mpb (milhdes de pares de bases). As proteinas principais de superficie (MSP -
major surface protein) da A. marginale fornecem informacdes importantes
principalmente sobre as sequéncias dos genes e anticorpos monoclonais e
seus potenciais valores em ensaios de diagnésticos™®®.*’.

Santos, P. S e colaboradores (2011)"°, usando a técnica de Phage
display (PD) selecionaram dois peptideos miméticos da regido antigénica da
MSP1 que, posteriormente, foram sintetizados e denominados de Am1 e Am2.
Ambos foram submetidos a trés testes comprobatorios de ELISA, sendo o
primeiro contra anticorpo anti-MSP1a comercial. O segundo ensaio diz respeito
a testes seletivos em relacdo a outras bactérias como a Brucella abortus,
Leptospira interrogans e o0s hemoprotozoarios Babesia bovis e Babesia
bigemina e por fim o terceiro ensaio foi realizado em amostras reais de uma
mistura de soros sanguineos de animais ndo contaminados e contaminados
por A. marginale. Os resultados obtidos mostraram que Am2 apresentou
reacdo cruzada com a Brucelose, B. bovis e B. bigemina.

A proteina Am1 mostrou-se eficiente, inclusive no teste de seletividade e
por esse motivo foi utilizada nas imobilizagbes sobre os eletrodos de grafite
modificados com poli (3-HBA). Na tentativa de compreender melhor essas
disparidades encontradas experimentalmente entre as proteinas de membrana
da A. marginale foram realizados calculos tedricos de modelagem molecular a
fim de compreender melhor as estruturas das proteinas de membrana Aml e
Am2 e discutir as suas estabilidades e especificidades.

A busca por proteinas homaologas utilizando-se os softwares e servidores
de modelagem comparativa mais comum (Modeller, swissmodel, entre outros)
nao encontrou nenhuma sequéncia parecida com essas proteinas. Esse fato
nos levou a uma busca pela elucidagédo estrutural a partir do método web
server RaptorX . A Figura 60 representa uma estrutura estavel encontrada

para a proteina de membrana Am1 empregando o referido método.
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Figura 60: Estrutura estavel em folha-beta encontrada para a proteina de (]
membrana Amlatravés do método web server RaptorX. Sequéncia da Am1.: §
STSSQLGGGSSTSSQLGGGSSTSSQL (S= serina, T= treonina, Q=

glutamina, L= leucina G= glicina).

Fonte: Autor, 2015.

Esta estrutura encontrada para a Aml é denominada de estrutura em
folha-beta ou folha pregueada. Vale ressaltar que a folha-beta € um padréo
estrutural encontrado em varias proteinas, nas quais regides vizinhas da cadeia
polipeptidica associam-se por meio de ligac6es de hidrogénio resultando em
uma estrutura achatada e rigida.

Na folha pregueada essas ligacdes sdo estabelecidas entre cadeias
polipeptidicas diferentes, distendidas e paralelas, ou entre segmentos distantes
e distendidos de uma mesma cadeia®. A Figura 61 mostra um diagrama geral

de uma estrutura em folha-beta.



Figura 61: Diagrama geral de uma estrutura em folha-beta.
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Fonte: Riaccardi; Costa; Yamanaka, 2002.

Na estrutura apresentada (Figura 61) as ligacbes de hidrogénio séo
perpendiculares ao eixo das cadeias, e 0s grupos R dos amino&cidos projetam-
se para cima e para baixo do plano da folha pregueada, com isso, as cadeias
associadas resultam em uma estrutura flexivel, bastante estavel.

A estrutura encontrada para a Aml (Figura 60) se mostrou também
bastante rigida ap6s alguns passos de andlise conformacional Monte Carlo
(procedimento semelhante ao empregado para o0 bisdecamero). Essa
estabilidade estrutural da Am1 explica a eficiéncia dessa proteina nos testes
experimentais de seletividade discutidos anteriormente, jA que a interacdo
antigeno-anticorpo € bastante especifica.

A Figura 62 mostra uma estrutura em alfa-hélice que foi encontrada para
a proteina de membrana Am2 empregando o método de web server RaptorX.
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Figura 62: Mostra as trés principais estruturas em alfa-hélice encontradas
para a proteina de membrana Am2 através do método web server RaptorX.
Sequéncia da Am2: SEASTSSQLGAGGGSSEASTSSQLGA (S= serina, E=

acido glutamico, A= alanina, T= treonina, Q= glutamina, L= leucina, G= glicina).

o Qe £

Fonte: Autor, 2015.

A estrutura em Alfa-hélice ou a-hélice encontrada esta presente na
estrutura secundaria dos niveis de organizacao das proteinas. Assemelha-se a
uma escada em espiral. A Figura 63 mostra o diagrama geral de uma estrutura

basica em a-hélice.

Figura 63: Diagrama geral de uma estrutura em alfa-hélice.

Fonte: Riaccardi; Costa; Yamanaka, 2002.

Verifica-se que nessa estrutura o esqueleto polipeptidico esta

estreitamente enrolado ao longo do maior eixo da molécula e as cadeias
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laterais dos residuos de aminoacido projetam-se para fora do esqueleto
helicoidal.

A conformacdo espacial se da pela presenca das ligacbes de
hidrogénio entre os grupamentos NH e CO da cadeia principal. O grupamento
CO de cada aminoacido forma ligacao de hidrogénio com o grupamento NH do
aminoacido que esta situado a quatro unidades adiante na sequéncia linear,
sendo que todos os grupamentos NH e CO formam ligacées de hidrogénio®.

A estrutura encontrada para a proteina de membrana Am2 (Figura 62)
ndo se mostrou estavel como a encontrada para a Am1 (Figura 60), uma vez
que, foi possivel encontrar trés estruturas em alfa-hélice para Am2 com
significativa alteracdo espacial, além de outras ndo representadas,
empregando as mesmas analises conformacionais feitas para a Aml. Essa
instabilidade estrutural da Am2 é indispensavel para explicar as reacdes
cruzadas encontradas entre esta proteina de membrana com o seu anticorpo
especifico em presenca de anticorpos para Brucelose, B. bovis e B. bigemina,

nos testes experimentais de seletividade .
6.4.2 Deteccao direta da Am1 em EG/poli (3-HBA)

Como a Am1 apresentou uma estrutura estavel e especifica ao anticorpo
IgG (soro de animais infectados para A. marginale), num primeiro momento,
esta proteina foi imobilizada sobre a superficie dos eletrodos modificados com
poli (3-HBA) e submetida a deteccao direta por voltametria de pulso diferencial.
Nesse experimento investigava, na verdade, se a referida proteina apresentava
sitios eletroativos (residuos de aminoacidos facilmente oxidaveis) em sua
estrutura. A Figura 64 mostra o resultado da deteccdo direta da Aml em
EG/poli (3-HBA).

@
—
—



Figura 64: Voltamogramas de pulso diferencial do eletrodo de grafite
modificado com poli (3-HBA) contendo: (A) 18 pL de Am1 (0, 055 pg pL™),
(B) 18 pL Am1l (0, 055 pg pL™) + 18 pL do soro positivo (diluicdo 1:50).
Eletrélito: tampéo fosfato 0,1 mol L, pH 7,3. Condicbes experimentais:

Amplitude: 25 mV; duracéo do pulso 60 ms; v= 10 mV s™.
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Fonte: Autor, 2015.

A Figura 64 mostra que ndo foi possivel realizar a detecgéo direta da
Am1l por voltametria de pulso diferencial em tampéo fosfato (Figura 64 (A)).
Com isso, podemos afirmar que os residuos de aminoacidos (serina, treonina,
glutamina, leucina e glicina) que constituem a estrutura da Am1l ndo séo
eletroativos em EG/poli (3-HBA) na faixa de potencial de 0,0 a + 1,2 V
(eletropolimerizacdo do filme), o0 mesmo ocorreu na detec¢cdo da Am1l com o
soro positivo (Figura 64 (B)).

Segundo Enache e Oliveira-Brett'®® dos 20 aminoéacidos presentes nas
proteinas somente a tirosina, triptofano, histidina, cisteina e metionina sdo
eletroativos em eletrodos de carbono. Isso explica a auséncia de pico de
corrente da Aml1 em EG, uma vez que, nenhum dos aminoacidos citados
anteriormente estd na estrutura da referida proteina. Como a deteccéo direta
da Aml ndo foi possivel na plataforma funcionalizada, os proximos
experimentos retratam os resultados da detecgao indireta da Am1 em presenca

de um intercalador eletroativo de proteina, 4-aminoantipirina (4-AAP).
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6.4.3 Deteccao indireta da Am1 em EG/poli (3-HBA) na presenca da 4-
AAP

A Figura 65 mostra o teste realizado com a 4-aminoantipirina (4-AAP),

deteccao indireta, para o soro positivo, branco e soro negativo.

Figura 65: Voltamogramas de pulso diferencial do eletrodo de grafite
modificado com poli (3-HBA) apés adicéo de (a) 18 pL da Am1 (0, 055 pg pL™)
+ 18 pL do soro positivo (diluicdo 1:25) + 18 pL 4-AAP a 10 mmol L™; (b) 18 pL
da Am1 (0,055 pg pL™) + 18 pL 4-AAP a 10 mmol L™; (c) 18 pL da Am1 (0,055
ug pL™?) + 18 L do soro negativo (diluicdo 1:25) + 18 pL 4-AAP a 10 mmol L™
Eletrélito: tamp&o fosfato 0,1 mol L*, pH 7,3. Condicdes experimentais:

Amplitude: 25 mV; duracédo do pulso 60 ms; v= 10 mV s™.
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Fonte: Autor, 2015.

Percebe-se que utilizando o intercalador eletroativo 4-AAP foi possivel
diferenciar bem as detec¢Bes do soro positivo (Figura (65 a)) em relagdo as
deteccdes para o branco (Figura 65 (b)) e soro negativo (Figura 65 (c)). Vale
destacar que nesse experimento a resposta (pico de corrente) do soro negativo
foi semelhante a resposta do branco. Esses valores comprovam a excelente
especificidade da proteina de membrana Am1 em relagdo ao seu anticorpo

especifico (soro positivo, IgG +), ja que o experimento foi realizado com
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amostras reais de animais infectados com A. marginale (soro positivo) e
amostras reais de animais ndo infectados com a A. marginale (soro negativo).

Na deteccdo indireta do soro positivo houve um aumento de
aproximadamente 85 % da corrente de pico em relacdo ao branco e ao soro
negativo. Vale destacar que na deteccao indireta o que estamos monitorando &
0 pico de corrente do intercalador eletroativo e ndo a oxidacdo de sitios
eletroativos existentes nas estruturas das biomoléculas em analise.

Esse aumento estéa relacionado com a maior quantidade do intercalador
eletroativo na superficie do eletrodo, uma vez que, a Am1 estd interagindo com
a lgG+ (macromolécula) de animais infectados com a A. marginale, como a 4-
AAP é um intercalador de proteinas (ndo especifico) ira interagir tanto com a
Am1l quanto com o anticorpo, isso aumentara o sinal de reposta (corrente de
pico) no momento da detecgao.

O mesmo néo ocorre com o branco e soro negativo, pois, nesses casos,
temos apenas a interacdo da 4-AAP com a Am1 (biomolécula com apenas 26
residuos de aminoacidos em sua estrutura), menor retencéo do intercalador na
superficie do eletrodo o que leva a um menor sinal de pico de corrente do
mesmo na andlise por voltametria de pulso diferencial (Figura 65). A Figura 66
mostra um comparativo de deteccdo indireta utilizando o mesmo intercalador
eletroativo para a interacdo entre a Aml e o soro positivo no EG/poli (3-HBA) e

no EG sem o filme.
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Figura 66: Voltamogramas de pulso diferencial para: (I) eletrodo de grafite —n
modificado com poli (3-HBA) apés adicdo del8 pL da Am1 (0, 055 ug pL™) + §
18 pL do soro positivo (diluicdo 1:25) + 18 pL 4-AAP a 10 mmol L™ (1)
eletrodo de grafite ndo modificado com o filme apés adicdo del8 pL da Aml
(0,055 pg pL™) + 18 pL do soro positivo (diluicdo 1:25) + 18 pL 4-AAP a 10
mmol L™ Eletrélito: tampdo fosfato 0,1 mol L™ pH 7,3. Condicdes

experimentais: Amplitude: 25 mV; duracdo do pulso 60 ms; v= 10 mV s™,
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Fonte: Autor, 2015.

A partir da Figura 66 torna-se possivel constatar que a imobilizacdo da
Aml e a deteccédo do alvo (IgG+) no eletrodo de grafite funcionalizado com o
poli (3-HBA) apresentaram um aumento de aproximadamente 66% no valor da
corrente de pico em relacdo a imobilizacdo da Am1 e deteccédo do referido alvo
no EG néo funcionalizado, nas mesmas condi¢des experimentais.

Esses resultados justificam mais uma vez a importancia em funcionalizar
o eletrodo de grafite com poli (3-HBA) para a imobilizacdo de biomoléculas,
pois, propiciou um aumento da sensibilidade de deteccdo para bases
nitrogenadas (Figura 58) e um aumento da sensibilidade de detec¢édo do alvo
complementar da Am1 (Figura 66). Essa propriedade do poli (3-HBA) em reter
biomoléculas na superficie do eletrodo de trabalho, provavelmente, esta
relacionada com a sua configuragéo espacial globular (Figura 52), imobilizacéo
por oclusédo, além das interagcdes de hidrogénio facilmente estabelecidas entre

os grupos funcionais (-NH) das biomoléculas com a carboxila livre existente na



malha polimérica. Essa caracteristica do poli (3-HBA) em reduzir a lixiviagdo
das biomoléculas na superficie transdutora € indispensavel para o
desenvolvimento do imunossensor, uma vez que, a etapa de imobilizacdo
desempenha um papel muito importante na otimizacdo da sensibilidade,
seletividade e estabilidade do biossensor'®*.

Em relacdo ao desenvolvimento do imunossensor para diagnostico da
anaplasmose bovina, essa otimizacdo pode ser entendida como um conjunto
de analises que busca aprimorar uma série de condicdes experimentais de tal
forma que o melhor resultado analitico seja alcancado no momento da
interacdo da Am1 com o soro de um animal infectado com a A. marginale.

Nesse contexto, torna-se indispensavel para o desenvolvimento do
referido imunossensor compreender 0s seguintes itens: Otimizacdo da
concentracdo da 4-AAP, mecanismo de oxidacdo da 4-AAP, interacdo da 4-
AAP com a proteina de membrana Am1, otimizacdo do tempo de interacdo da

Am1 com o soro positivo.

a) Otimizacao da concentracao da 4-AAP

Conforme ja apresentado no item 2.2.3 a 4-AAP € uma substancia
potencialmente téxica, uma vez que, apresenta uma DL50 relativamente baixa
para ratazanas (1,705 mg/kg). Como o intuito de utilizar a menor concentracao
possivel da referida substancia foi realizado um experimento para monitorar a
corrente de pico da Am1 em funcéo da evolugcédo das concentracdes da 4-AAP
nas mesmas condi¢cdes experimentais (Figura 67). Vale ressaltar que essa
interacdo (Am1l + 4-AAP) representa o sinal do branco (auséncia do alvo
complementar, analito de interesse). Esse sinal do branco (média das correntes
de pico) foi subtraido em todos os valores de corrente de pico analisados para

as deteccgOes da interacdo da Am1 com 0 soro positivo.

s
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Figura 67: Voltamogramas de pulso diferencial para o eletrodo de grafite
modificado com poli (3-HBA) ap6s adicdo del8 pL da Am1 (0,055 pg pL™) +
18 pL 4-AAP (10 mmol L?, 50 mmol L?, 70 mmol L*, 1000 mmol L*,
2000 mmol L™Y). Em cada experimento foi realizado a lavagem em tampao
fosfato para retirar o excesso do intercalador. Eletrolito: tampédo fosfato
0,1 mol L™, pH 7,3. Condi¢Bes experimentais: Amplitude: 25 mV; duracéo do

pulso 60 ms; v=10 mV s™.
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Fonte: Autor, 2015.

A Figura 67 mostra que 10 mmol L™ foi a menor concentracéo da 4-AAP
que apresentou um pico de corrente detectavel, com isso, o trabalho foi
realizado empregando a concentracdo da 4-AAP no menor nivel de toxicidade
possivel. Os valores de corrente de pico aumentam com a evolu¢do da
concentracdo da 4-AAP devido ao aumento da quantidade de matéria
eletroativa adicionada na superficie do EG/poli (3-HBA). A concentragédo de 10
mmol L™ para a 4-AAP foi empregada para todos os experimentos de deteccdo

indireta (Am1 + soro positivo) desenvolvidos neste trabalho.
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b) Mecanismo de oxidagao da 4-AAP

A Figura 68 mostra as variacdes na distribuicdo parcial de carga para a
4-AAP e para o seu cétion radical (forma oxidada da 4-AAP) em funcédo da

alteracdo da intensidade de cor dos 4&tomos, pelo método ChelpG.

Figura 68: Distribuicdo parcial de carga para a 4-AAP neutra e para o cétion
radical da 4-AAP (cr(4-AAP) pelo método ChelpG. A cor vermelha refere-se a
carga negativa (aumento da densidade eletrdnica), a cor verde escuro refere-se
a carga mais positiva (reducdo da densidade eletronica) e as cores
intermediarias a essas cores representam o aumento ou a diminuicdo da

densidade eletronica.
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Fonte: Autor, 2015.

O intuito dessa analise é simplesmente qualitativo, uma vez que, 0s
valores absolutos da distribuicdo parcial de carga obtidos pelo método ChelpG
apresentam pouco significado fisico. Com isso, se compararmos as duas
estruturas percebe-se que nos carbonos da dupla ligagéo (C3 e C4) temos as
maiores variagbes de intensidade de cor, essa maior variagdo de cor entre
esses atomos esta relacionada com a regido de maior probabilidade de
localizacéo do sitio eletroativo da 4-AAP. Essa ideia também é fundamentada
pelo fato de que a ligagdo dupla ficou deslocalizada (-N(CHs3), C3 e C4) na
estrutura do cr(4-AAP), estabilizada por ressonancia. A Figura 69 mostra a
distribuicdo da densidade de spin para os atomos do cr(4-AAP) com valores

superiores a 0,10.
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Figura 69: Mostra a distribuicdo da densidade de spin para os atomos do
cr (4-AAP) com valores superiores a 0,10.
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Fonte: Autor, 2015.

A Figura 69 mostra através dos valores da densidade de spin que o
elétron desemparelhado do cr (4-AAP) ndo encontra-se localizado em um
atomo especifico, pode ser encontrado no oxigénio da carbonila (0,20), no
carbono ligado ao grupo (-NH;) (0,24), no nitrogénio ligado ao radical metil
(0,28) e no nitrogénio do grupo (-NH;) (0,27). Esses resultados estdo em
consonancia com a variagdo de carga e deslocalizacdo da ligacdo dupla
apresentados para o cr (4-AAP) na Figura 68.

Nas deteccdes indiretas obtidas no desenvolvimento do imunossensor
para a anaplasmose bovina, a 4-AAP apresentou um potencial de pico anddico
em aproximadamente + 0,30 V (Figura 65) e correntes de pico anddico
proporcionais a quantidade do referido intercalador, que por sua vez, esta
correlacionado com o teor de proteinas imobilizadas na superficie do EG/poli
(3-HBA).

c) Interacédo da 4-AAP com a proteina de membrana Am1
A Figura 70 mostra uma disposicdo da Am1l em folha-beta imobilizada

no dec (3-HBA) e as posicbes mais provaveis, obtidas por atracamento

molecular, de interacdo da 4-AAP com essas estruturas.
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Figura 70: Posicbes mais provaveis, obtidas por atracamento molecular, de
interacdo da 4-AAP com a proteina de membrana Am1 imobilizada no dec (3-
HBA), em que: (A) posicdes mais provaveis (4-AAP + Am1l); (B) frequéncia da
interacdo/posicdo (n° de conformacédo) em funcdo da energia livre de
Gibbs; (C) interagcdo mais provavel (maior frequéncia (35) e menor

energia livre (-3 kcal mol™).
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Fonte: Autor, 2015.

A partir da analise da Figura 70 (A) percebe-se que a 4-AAP nao
apresenta uma uUnica posi¢cdo de interacdo com a Aml, ou seja, interage
praticamente ao longo de toda a estrutura rigida e achatada da proteina (folha-
beta). Para a melhor compreensédo das interacbes envolvendo a 4-AAP e a
Am1l é indispensavel conhecer a estrutura dos aminoacidos constituintes da
referida proteina (Figura 71). A partir da estrutura dos aminoacidos, podemos

também compreender melhor as interacdes entre o filme e a proteina, ja que o
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EG/poli (3-HBA) minimizou a lixiviagdo da Am1 aumentando assim o sinal da

corrente de pico na deteccédo (Am1 + soro positivo) (Figura 66).

Figura 71: Estrutura quimica dos aminoacidos presentes na estrutura da Am1.
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Fonte: Autor, 2015.

Conforme ja apresentado no item 5.2.1 a Am1 empregada no presente
trabalho consiste em uma sequéncia STSSQLGGGSSTSSQLGGGSSTSSOL.
Esse peptideo foi construido com 26 residuos de aminoacidos contendo
repeticbes da sequéncia motivo MSPla (sublinhado) separados por um
espacador de 4 aminoacidos, GGGS. Com isso, verifica-se a presenca de 11
residuos do aminodacido serina na estrutura do peptideo. Esse aminoacido
apresenta em sua estrutura o grupamento (-OH) livre (Figura 71) que ira
interagir por ligagbes de hidrogénio com a malha polimérica que por sua vez
apresenta o grupamento (-COOH) livre em sua estrutura. A serina também
pode interagir através de ligacdes de hidrogénio com a 4-AAP, ja que esta
Ultima apresenta grupos (-NH, e -CO) livres em sua estrutura.

O mesmo raciocinio pode ser aplicado para o aminoacido treonina, o
gual apresenta trés residuos na estrutura da Am1 e também apresenta o grupo

(-OH) livre em sua estrutura (Figura 71). O residuo do aminoacido glutamina
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também aparece trés vezes na estrutura do referido peptideo que por sua vez
contém uma amida primaria livre na sua estrutura (Figura 71). Com isso, esse
residuo ir4 interagir facilmente através de ligacdes de hidrogénio tanto com o
filme polimérico (imobilizacdo) quanto com a 4-AAP.

Na estrutura da Am1 também ha trés residuos do aminoacido leucina e
seis residuos do aminoéacido glicina. Esses dois aminoacidos diferentemente
dos outros ja citados ndo apresentam grupos funcionais livres em suas
estruturas, com isso, a principal interacdo desses residuos com o filme
polimérico e com o intercalador ocorre através da interacdo de London (dipolo
instantdneo). Essa interagdo também ocorre nos residuos dos aminoacidos
serina, treonina e glutamina, pois esse tipo de ligacdo ocorre em todas as
moléculas, s6 que nesses trés aminoacidos em especifico a ligacdo de
hidrogénio deve ser a interacdo mais relevante (maior energia potencial de
interacao).

Vale destacar também que no residuo de todos os 26 aminoacidos
constituintes do peptideo h& 25 ligacdes peptidicas, ou seja, temos a presenca
do grupamento (-CONH-) que pode interagir também através de ligacao de
hidrogénio com o filme e com a 4-AAP. Em relagdo as estruturas dos
aminoécidos leucina e glicina (Figura 71) a diferenca € a presenca do radical
isobutila na estrutura da leucina, isso faz com que o residuo deste aminoacido
apresente maior polarizabilidade em relacdo ao residuo de glicina, por isso, a
interacdo de London na leucina é maior que na glicina®®.

A Figura 70 (B) mostra a frequéncia da posicdo (numero de
conformacdo) em funcdo da energia livre de Gibbs, nessa analise é
indispensavel associar a maior frequéncia da conformacdo com a menor
energia de Gibbs. Sendo assim, a maior frequéncia associada a menor energia
(-3 kcal mol™) foi 35, ou seja, para cada 100 interacdes entre a Am1 e a 4-AAP
35 interagbes ocorreriam na posicao apresentada na Figura 70 (C). Essa
posicdo corresponde a uma ligagdo de hidrogénio entre a 4-AAP com o0s
atomos do grupamento (-CONH-) da ligacdo peptidica estabelecida entre os
residuos dos aminoacidos da serina e treonina. Conforme ja discutido
anteriormente, esses dois residuos de aminoacidos também apresentam o
grupo (-OH) livre em suas estruturas que podera interagir por ligacdo de

hidrogénio com a 4-AAP na referida posicéao.
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Nesse contexto é indispensavel destacar além da ligacdo de
hidrogénio outra interagdo importante que ocorre principalmente entre o filme
polimérico e a 4-AAP que € a interagao pi (1), esta € consistente com as
nuvens de elétrons 1T deslocalizados dos nucleos aroméaticos existentes tanto
na cadeia polimérica quanto na estrutura da 4-AAP.

As interacdes eletrostaticas assim como a interacdo ion dipolo podem
ocorrer entre o filme polimérico e o peptideo, ja que este foi diluido em tampé&o
acetato pH = 4,3. Nesse valor de pH o peptideo apresenta carga residual
positiva (P1=5,8) e como os eletrodos apds eletropolimerizagdo foram pré-
condicionados por cronoamperometria (- 0,2 V por 120 s em HCIO4
0,5 mol L), esse aumento na densidade eletrénica do filme favorece as
interacOes eletrostaticas com o peptideo (positivo em pH 4,3). Conforme ja
discutido anteriormente, o conhecimento dessas interagdes que envolvem a
etapa de imobilizagdo da Am1 no eletrodo funcionalizado é imprescindivel para
o desenvolvimento do imunossensor, especialmente no que se refere a

sensibilidade da interacdo entre Am1 e o seu alvo complementar (IgG+).

d) Otimizacdo do tempo de interagdo da Am1 com 0 soro positivo

Outro aspecto importante € o tempo de contato para interacdo do alvo
com a sonda. Tempos muito curtos ndo permitem a completa condicdo de
interacdo e tempos muito extensos podem promover adsor¢des indesejadas ou
até mesmo a desnaturacdo das proteinas da superficie do eletrodo, em tais
circunstancias € esperado um decréscimo no sinal de corrente. Um estudo de
otimizacao do tempo de interacdo foi realizado, como pode ser visto na Figura
72.
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Figura 72: Voltamogramas de pulso diferencial para o eletrodo de grafite
modificado com poli (3-HBA) apés adicdo del8 pL da Am1 (0, 055 pg pL™) +
18 pL 4-AAP a 10 mmol L* + 18 pL do soro positivo (diluicdo 1:100) em
funcdo do tempo de interacdo da Am1 com o anticorpo especifico (5 minutos,
10 minutos, 15 minutos, 20 minutos, 25 minutos e 50 minutos).Eletrdlito:
tampédo fosfato 0,1 mol L™, pH 7,3. Condicdes experimentais: Amplitude:

25 mV; duracéo do pulso 60 ms; v= 10 mV s,
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Fonte: Autor, 2015.

A Figura 72 mostra que ha um acréscimo nos valores de corrente de 5 a
25 minutos de interacdo, na temperatura de 37 °C. A partir de 25 minutos de
interacdo as respostas de corrente aumentam em pouca escala, tendendo a
uma estabilizagdo. Assim, 25 minutos parece ser o limiar da interacdo entre
Aml e soro de animais infectados com a A. marginale. Todos os tempos de

interacdo empregados neste trabalho foram de 25 minutos.
6.4.4 Estudo morfolégico do imunossensor

A Figura 73 mostra a topografia da superficie do EG/poli (3-HBA) apés

adicao das biomoléculas Am1, IgG+ e IgG-.

12



Figura 73: Mostra as imagens de microscopia de for¢ca atbmica do EG/poli (3-
HBA): (A) apés adicdo de18 pL da Am1 (0,055 ug pL™); (B) apés adicdo del8
uL da Am1 (0,055 pug pL™) + 18 pL do soro positivo (diluicdo 1:25); (C) apés
adicdo de del8 pL da Am1 (0,055 pg pL™) + 18 pL do soro negativo (diluicdo
1:25).

10.00x 10.00 {um] Z 0.00 - 400.00 jnmj
10.00x 10.00 fum] Z 0.00 - 400.00 [nm]

(©

10.00x 10.00 [um] Z 0.00 - 400.00 [nm]}

Fonte: Autor, 2015.

Conforme j& discutido no item 6.1.5 os valores de rugosidade do EG
foram reduzidos em aproximadamente 75 % ap0s a eletrodeposicdo do filme. A
Tabela 3 mostra os valores de rugosidade para o EG, EG/poli (3-HBA) e os
valores de rugosidade do EG/poli (3-HBA) apoés adicdo da Am1 (Figura 73 (A),
soro positivo (Figura 73 (B)), adigdo soro negativo (Figura 73 (C)).

129




Tabela 3: Valores de rugosidade da superficie do EG antes e apés a adi¢ao
de biomoléculas.
Amostras Rqg (nm)
EG 98,66 + 5,6
EG / poli (3-HBA) 24,5+ 1,87
EG + poli (3-HBA) + Am1 64,72+ 2,74
EG + poli (3-HBA) + Am1 + IgG” 104,24 + 2,08
EG + poli (3-HBA) + Am1 + IgG’ 58,25 + 2,02

Fonte: Autor, 2015.

Na Tabela 3 é possivel verificar que a superficie do EG/poli (3-HBA)
ficou mais rugosa apos imobilizacdo da Am1 e esta, por sua vez, ficou menos
rugosa em relacdo a superficie imobilizada com o peptideo Am1 apo6s adicdo
do alvo especifico (IgG"). Percebe-se, com isso, que o sistema reconhece o
alvo, e mesmo apos a lavagem nota-se a retencdo do mesmo baseado na
modificacdo da superficie topografica que alias é gradativa em termos de
rugosidade, aumento de 38%. Ja a superficie imobilizada com Aml apos
adicdo do soro negativo ficou cerca de 44% menos rugosa em relacdo a
superficie do soro positivo. Isso mostra que a Am1 ndo interagiu com alvo néao
especifico (isso sera mais detalhado no item 6.4.6) e que o soro negativo foi
removido da superficie sensora apés a lavagem.

A superficie do EG ap6s adicdo do soro negativo apresentou rugosidade
préoxima a superficie do eletrodo contendo o filme e Am1. A pequena reducao
observada, cerca de 10%, provavelmente, esté relacionada com uma lavagem
a mais em tampao fosfato para remover o excesso do soro negativo, uma vez
gue, esse mesmo procedimento nao foi realizado no eletrodo contendo filme e
Aml. Vale destacar que os valores das rugosidades dispostos na Tabela 3

estdo de acordo com 0s aspectos visuais observados na Figura 73.

6.4.5 Estudo de espectroscopia de impedancia eletroquimica

aplicado ao imunossensor

Neste trabalho, conforme j4 apresentado no item 6.4.1 a proteina de
membrana Am1 da A. marginale foi imobilizada sobre a superficie dos
eletrodos modificados com poli (3-HBA) e realizada a deteccéo com o anticorpo

IgG. Na verdade, foram feitos testes com os anticorpos denominados IgG+
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(positivo para A. marginale), IgG- (negativo para A. marginale ) e soro positivo
para uma doenca do gado que mais se manifesta concomitantemente com a
anaplasmose, Brucelose. A deteccao foi realizada por EIE e VPD. A Figura 74
mostra 0s voltamogramas ciclicos utilizados para a determinacdo do potencial
de equilibrio (Ep) de cada sistema de biomolécula que foi estudado. Os
espectros de EIE foram obtidos nos potenciais de meia onda (Ep,) de cada

sistema, medidos previamente.

Figura 74: Voltamograma ciclico do 1° ciclo de varredura obtido a 50 mV s™
em solucdo de ferro/ferricianeto de potassio 5,0 mmol L™ contendo KCI 0,1 mol
L™, pH 6,7, para: (—) EG; () Soro-; (—) soro+; (—) Am1 e (-) Interferente.

064 __EG

— Soro -

(0,22V)
0,44 ——soro +
—Aml ﬁ
i Interferente

i/ mA

-0,2 0:0 0:2 0,4 0,6
E/V vs Ag(AgCl)

Fonte: Autor, 2015.

A Figura 74 mostra que os potenciais de meia onda para os eletrodos
funcionalizados com o poli (3-HBA) apos a imobilizacdo e interacdo das
biomoléculas (Am1, soro+, soro- e interferente) ocorreram por volta de 0, 22 V
(seta verde, Figura 74). Conforme ja descrito no item 6.1.5 os resultados de
EIE foram tratados a partir da simulacdo do espectro de impedancia com
circuitos elétricos, atraves do software NOVA1.1 em interface com o Autolab. A
Figura 75 mostra os espectros de EIE no plano complexo (diagrama de
Nyquist) e os gréficos de variacdo do médulo de impedancia e do angulo de

fase com a frequéncia (diagramas de bode), comparando os resultados

—
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experimentais com os resultados simulados, para o EG/poli (3-HBA) (]
contendo: Am1; IgG+; IgG- e soro positivo de interferente (Brucelose). @
Figura 75: Diagramas de Nyquist (a esquerda) e Bode (a direita) dos espectros
de impedancia eletroquimica obtidos em solucao de K4[Fe (CN)e] /' K3[Fe(CN)g]
5,0 mmol L™ contendo KCI 0,1 mol L™, para o EG/poli (3-HBA) contendo: Am1;
IgG+; IgG- e interferente (Brucelose).Polarizados a 0,22 V; Amplitude 5 mV;,
Intervalo de frequéncia: 10* a 102 Hz. As linhas sélidas representam os
resultados simulados a partir do circuito da Figura 77. As insercoes
correspondem a uma ampliacdo (zoom) nas regides de alta frequéncia

(diagrama de Nyquist).

2,84 -40
2,4 130
—_
G ®
o~ -~
5 2,0 20 (9‘
> o
° c
10
1,6
. 0
2 0 2 4
270 log (f/ Hz)
2,8 40
500 200 (1gG+)
50 (o]
100 - 30
il — 241
Y G )
o 3004 T %o 160 130 200 280 E’ g u:\
= peesmesssess o 204 =
N 2004 o e
10
1004 1,64
0
04, r 2 0 2 4
0 100 200 300 400 500
log (f/ Hz)

Z'Q



Continuacéao

2"l Q

Z'lQ

(E)

600 250
200 (lgG-)

150

500 ~

100

400 4

50

300+

50 100 150 200 2

2004

100 -

0 4

0 100 200 300 400 500 600
Z'IQ

(G)

3504 (Interferente)
3004 ;4 3
250

2004 o

0 25 5 75 100 1
,

150 4

100 4

50 -

T T T T M
150 200 250 300 350
Z'Q

T T T
0 50 100

Fonte: Autor, 2015.

log (Z/ Q)

log (Z/Q)

40
2,8
L 30
2,4
L 20 é
«Q
2,0 3
| =
L 10
1,64
T T 0
2 0 2 4
log (f/ Hz)
50
2,8
L 40
2,44
L30
c
2,0+ 120 €
Q
o
1,64 L 10
T T T T 0
2 0 2 4
log (f/ Hz)

Conforme observado (Figura 75) todos os quatro sistemas investigados

apresentaram nos diagramas de Nyquist (a esquerda) um semicirculo na regido

de alta frequéncia (relacionado ao transporte cinético do par redox). JA na

regido de baixa frequéncia ndo foi possivel observar um semicirculo bem

definido

relacionado ao processo

resistivo do filme polimérico e das

biomoléculas imobilizadas. No diagrama de Bode (a direita) foi possivel

observar duas constantes de tempo para os quatro sistemas em estudo.
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A Figura 76 mostra uma sobreposicao dos espectros de EIE no plano
complexo (diagrama de Nyquist) para o EG/poli (3-HBA) contendo: Am1;

IgG+; IgG- e interferente (Brucelose).

Figura 76: Sobreposicdo dos diagramas de Nyquist dos espectros de
impedancia eletroquimica obtidos em solucao de K4[Fe(CN)g] / Ks[Fe(CN)g] 5,0
mmol L™ contendo KCI 0,1 mol L, para o EG/poli (3-HBA) contendo: Am1;
IgG+; 1gG- e interferente (Brucelose). Polarizados a 0,22 V; Amplitude 5 mV;
Intervalo de frequéncia: 10* a 107 Hz. As linhas sdélidas representam os
resultados simulados a partir do circuito da Figura 77.
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Fonte: Autor, 2015.

Na Figura 76 essa sobreposicdo dos espectros de EIE no plano
complexo é indispensavel para verificar um deslocamento para regibes de
maior impedancia do EG/poli (3-HBA) apoOs deteccdo da IgG+ em regido de
altas frequéncias. Neste caso ha um predominio do controle cinético com
semicirculo devido aos componentes resistivo e capacitivo relacionados a
efeitos de interface: biomoléculas (Am1l + IgG+) / eletrélito, biomoléculas /
eletrodo funcionalizado.

Através dessa sobreposicdo também é possivel observar uma grande
semelhanca entre o espectro do EG/poli (3-HBA) contendo somente Aml

imobilizada com o espectro do EG/poli (3-HBA) contendo Am1 imobilizada
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seguida da adicdo de soro positivo de Brucelose (interferente). Essa
observacdo foi muito importante para confirmar a especificidade do
imunossensor, uma vez que, apés adicionar o soro positivo de um importante
interferente (Brucelose) sobre o EG/poli (3-HBA) imobilizado com Aml e
esperar o tempo de interagcdo (25 minutos), seguido de lavagem (tampéo
fosfato, pH 7,3), o resultado foi idéntico ao EG/poli (3-HBA) imobilizado com
Aml1 (branco), ou seja, a lavagem foi eficiente para remover praticamente toda
IgG+ para Brucelose da superficie do eletrodo imobilizado com Am1, por isso,
0 espectro do interferente por EIE ficou semelhante ao espectro do branco.
Essa ideia também serd confirmada no item 6.4.6 (andlise dos interferentes)
por VPD.

Devido a maior complexidade das interfaces inerentes a esses quatro
sistemas em estudo, um novo circuito elétrico foi montado para a simulacao
dos resultados experimentais, constituido de combinacdes em série e paralelo
de resisténcias, elementos de fase constante, impedancia de Warburg e

impedancia transmissiva, conforme mostrado na Figura 77.

Figura 77: Circuito elétrico equivalente proposto para os resultados de EIE
para: EG/poli (3-HBA) com as seguintes imobilizacdes: Am1; interacdo da Am1

com soro positivo; interagdo da Am1 com soro negativo e interacdo da Aml

com soro positivo de Brucelose (interferente).
Qdn

Fonte: Autor, 2015.

Devido as complexas conformacfes espaciais oriundas das interacoes
das biomoléculas (Am1, IgG+, IgG- e interferente) com o filme e com o EG, o
teremos, provavelmente, espectros com caracteristicas semelhantes aos

espectros de eletrodos tridimensionais®®*, em que os efeitos de queda 6hmica e
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baixa penetracdo de corrente sdo frequentes em virtude dos diferentes \o

ambientes eletroquimicos formados no interior e no exterior do eletrodo.

13

No circuito elétrico apresentado na Figura 77 o primeiro conjunto (Rs
Qdl;) descreve a resposta da area superficial externa na interface biomoléculas
/ meio eletrolitico, enquanto que o segundo Rct;(QdIz[Rct,, W, T]) descreve a
resposta da area superficial mais interna na interface polimero e/ou Aml / EG.

Esse circuito apresentou valor de y? na ordem de 10, mostrando-se
apropriado para apoiar e caracterizar os resultados experimentais. A Tabela 4
mostra os valores obtidos para cada parametro investigado. Vale ressaltar que
estes ndo foram normalizados pela area dos eletrodos. Desta maneira, 0s
valores de resisténcia diminuem com o aumento da area eletroativa do eletrodo

enquanto que os valores de Qdl aumentam com 0 aumento da area eletroativa.

Tabela 4: Parametros elétricos para EG/poli (3-HBA) com as seguintes
imobilizagbes: Am1; interacdo da Am1 com soro positivo; interacdo da Aml
com soro negativo e interagdo da Aml com soro positivo de Brucelose
(interferente), polarizados a 0,22 V obtidos em solucéo de ferro/ferricianeto de

potassio 5,0 mmol L™ contendo KCI 0,1 mol L™. Ajuste (Figura 77).

Qdly Qdl» T

x*110° | Rs Ret1 Retz W

Q) Yo (Q) Yo (@) Yo B (@)

1 n N1 -1 _.n N2 =il n

@Qs’) (Q"s’) @7s) | (s)
Am1l 2,10 25 | 2,83.10° | 0,30 | 45,52 | 1,4710° | 0,55 | 133 | 71.10°% | 0,07 | 6,42.10°
19G + -3 -6 -3 -3
19 29 | 6,48.107 | 0,53 | 64,70 | 294.10” | 0,58 | 429 | 196.10" | 0,40 | 12,34.10

19G -

1,30 | 27 | 2,47.10° | 0,31 | 47,30 | 4,3.10° | 0,61 | 172 | 68.10° | 0,04 | 5,84.10°

Interferente | 4,40 | 26 | 2,85.10° | 0,34 | 49,21 | 2,4.10° | 0,60 | 130 | 69.10° | 0,02 | 7,63.10°

Fonte: Autor, 2015.

Os valores apresentados na Tabela 4 sdo condizentes com 0 circuito
descrito (Figura 77), uma vez que, os valores de chi-quadrado (y?) estéo dentro
dos limites estatisticos aceitaveis para esse tipo de analise?®>. Conforme ja

citado no item 6.1.5 Rs representa a resisténcia 6hmica total a solu¢do. Em



relacdo aos quatros sistemas analisados os valores de Rs ficaram
praticamente constantes, uma vez que, todas as andlises foram realizadas
utilizando as mesmas espécies eletroliticas nas mesmas concentracfes
(ferrofferri 5 mmo.L™ contendo KCI 0,1 mol L) e na mesma temperatura
(condicdes ambiente), com isso, a resisténcia da solu¢cdo néo sofreu variacao
significativa.

Em relacdo ao elemento de fase constante (Qdl) que representa o
acumulo de carga na interface externa; biomolécula / meio eletrolitico
observou-se que os valores para 0s quatro sistemas ficaram bem préximos,
apenas o sistema contendo IgG+ apresentou um pequeno aumento ( cerca de
20% em relacédo ao valor médio), mais como o valor de Qdl depende da area
eletroativa do material, esse aumento é explicado pelo fato da IgG+ ser uma
macromolécula (imunoglobulina presente no plasma de bovinos infectados com
a A. marginale) estar presente na superficie externa do complexo
(EG/filme/Am1/IgG+) aumentando assim area de troca com 0s contra-ions
existentes na solucdo. Ja os valores do Qdl, que representam o acumulo de
carga na superficie mais interna dos sistemas em estudo, foram
substancialmente menores em relacdo aos valores do Qdl;, isso é
compreendido levando-se em consideracdo que as biomoléculas deixam as
superficies internas mais compactas, ou seja, como se elas bloqueassem os
poros efetivos do grafite para a entrada e saida de ions na interface mais
interna, com isso, temos uma reducéo da area ativa do material o que reduz o
acumulo de carga (Qdl>< Qdl,).

Essa ideia € confirmada ao constatarmos que 0 oposto ocorre em
relacdo a resisténcia a transferéncia de carga, pois, os valores de Rct;
(superficie mais externa, menos compacta) sd4o menores que os valores de
Rct, (superficie mais interna, mais bloqueada pelas biomoléculas). Com isso,
verificamos que a reducdo da é&rea eletroativa aumenta a resisténcia a
transferéncia de carga (Rct,>Rct;) e diminui o acumulo de carga (entrada dos
contra-ions). Vale ressaltar a consonancia dos resultados encontrados para o
soro positivo, maior resisténcia a transferéncia de carga (Rct) na Tabela 4 e
menor corrente de pico na Figura 74, uma vez que, a Rct é inversamente

proporcional a corrente de pico.
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Em relacdo aos valores de N, percebe-se que para os quatro sistemas
os valores de N, (camada mais interna) sdo maiores que os valores de N; (
camada mais externa). Isso pode ser explicado a partir dos graficos de Bode
(Figura 75), ja que a primeira constante de tempo apresenta menor angulo de
fase e maior frequéncia (camada mais externa, N1), enquanto que a segunda
constante de tempo apresenta maior angulo de fase e menor frequéncia
(camada mais interna, N2). Sabe-se que quando mais proximo de 90° for o
angulo de fase, em menor frequéncia, maior sera o valor de N (capacitor puro,
N=1). Devido a camada interna estar mais proxima da superficie do eletrodo o
comportamento de Qdl, € mais proximo ao de um capacitor ideal (N2>N1). Vale
ressaltar que nesse tipo de analise os valores de N ndo podem ser avaliados
apenas em funcdo da rugosidade direta da superficie, pois, € indispenséavel
compreender também a disposicdo espacial das estruturas em funcdo das
complexas imobilizacbes e interagdo das biomoléculas, que interferem
diretamente nas propriedades eletroquimicas de cada sistema.

Vale destacar que nos graficos de Bode os valores dos angulos de fase,
em baixa frequéncia, estdo proximos de 45° caracteristico de sistema
controlado por processo difucional, comparando os quatro sistemas, o que
apresenta valor de N mais proximo de 0,5 (IgG+) € o que apresenta maior
comportamento difusional, por isso, o referido sistema apresentou maior
impedancia de Warburg (controlado por difusdo semi-infinita).

Em relacdo aos valores do componente difusional T, percebe-se
claramente que a interacdo das biomoléculas, em especial no sistema
contendo a IgG+, atrapalha a difusdo dos ions na interface mais externa do
sistema. O maior valor observado foi para o sistema contendo o soro positivo, a
interacdo da Aml(antigeno) com a IgG+ € a que mais atrapalha o processo
difusional.

Conforme apresentado na equacgao 6 no item 6.1.5 os valores de B no
circuito elétrico estdo relacionados com a espessura do filme e com o
coeficiente de difusdo das espécies no meio. No presente estudo, todas as
funcionalizacbes do EG foram feitas com 10 ciclos de potencial (carga
constante, Figura 32 do item 6.1.1), com isso, como o filme ficou bastante
delgado em todos os eletrodos, o coeficiente de difusdo € o parametro mais

relevante na determinacdo de B (susceptancia do meio, B= L / D*?). Sendo
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assim, percebe-se que os valores simulados estdo bem coerentes, ja que o
maior valor de B foi encontrado no sistema da IgG+, maior bloqueio de
superficie e consequentemente menor difusdo das espécies até as camadas

mais internas.

6.4.6 Analise de sensibilidade, seletividade e especificidade do

imunossensor para diagnéstico da anaplasmose bovina

a) Curva de calibragao

Conforme ja foi citado anteriormente, as amostras de soro positivo
utilizadas no presente trabalho referem-se a amostras reais de soro de bovinos
infectados com a A. marginale. Com isso, temos apenas a analise qualitativa
dessas amostras, uma vez que, ndo conseguimos quantificar o teor de IgG*
nessas amostras, nem foi possivel encontrar um padrdo especifico para a
anaplasmose bovina (anti-Aml), principalmente, em uma amostra téo
complexa como é o soro desses animais, que por sua vez, pode conter varios
tipos imunoglobulinas (IgGs) para as mais variadas doencas, ou até mesmo
IgGs para a A. marginale em funcdo da memoria imunoldgica adquirida ao
entrar em contato pelo menos uma vez com determinado patégeno transmitido
pelo carrapato.

Diante do exposto, para 0os ensaios da curva de calibracdo o soro
positivo dos animais infectados com A. marginale foi diluido em tampéao fosfato
em pH 7,3 nas seguintes propor¢des: 1:1000; 1:800; 1:400; 1:200; 1:100, 1,50,
1:25, mantendo a concentracdo da Am1 constante (0,055 ug pL-1). Destaca-se
que o principal objetivo dessa analise foi verificar a sensibilidade do
imunossensor, detecgdo de IgG* em amostras de soro diluidas 1000 vezes. A
Figura 78 mostra as correntes de pico anodico em funcdo das sucessivas

diluicdes das amostras de soro positivo.
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Figura 78: Voltamogramas de pulso diferencial para o eletrodo de grafite
modificado com poli (3-HBA) apés adicdo del8 pL da Am1 (0, 055 pg pL™) +
18 pL 4-AAP a 10 mmol L*, com adicdo de 18 pL do soro de bovino com
anaplasmose apos as seguintes diluicdes: 1:1000; 1:800; 1:400; 1:200; 1:100,
1;50, 1:25. Em todas as medidas foi subtraido o sinal do branco. Eletrdlito:
tampao fosfato 0,1 mol L™, pH 7,3. Condicbes experimentais: Amplitude: 25

mV; duracéo do pulso 60 ms; v=10 mV s,
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Fonte: Autor, 2015.

A analise de regressdo linear de corrente (UA) versos as diluicdes
(1:1000; 1:800; 1:400; 1:200; 1:100, 1;50, 1:25) do soro de bovino com
anaplasmose (Figura 78) mostra o perfil de linearidade (r > 0,99). O
desenvolvimento de um imunossensor para diagnostico da anaplasmose
bovina com boa sensibilidade é indispensavel, uma vez que, 0s animais
infectados com A. marginale freqliientemente se tornam persistentemente
infectados, com baixa parasitemia e baixos titulos de 1gG*, servindo de

reservatorio®®S,
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Os sinais clinicos da anaplasmose, embora evidentes em animais
susceptiveis, nado sdo especificos, sendo necessario o diagndstico
sorolégico®®. Neste caso, a aplicacdo de um imunossensor para deteccéo em
tempo real, com boa sensibilidade e especificidade é imprescindivel, ja que o
diagnostico tardio da doenca acarreta uma seérie de prejuizos, como
mortalidade dos animais, sequelas em virtude da anemia severa que interfere
no desenvolvimento normal e na diminui¢do da resisténcia natural, facilitando a
ocorréncia de outras enfermidades. Outro fator importante € que a presenca de
interferentes no soro do animal infectado com A. marginale, mesmo que
estejam em concentragdes significativamente superiores as moléculas a serem
detectadas na amostra biologica, ndo devem exercer influéncia na resposta
analitica. As andlises de interferentes para o desenvolvimento do imunossensor

para anaplasmose serdo abordadas no item a seguir.
b) Analise dos interferentes

A seletividade do reconhecimento das moléculas presentes na amostra
pelo componente biolégico, aliada a sensibilidade do transdutor, tem gerado
grande numero de trabalhos cientificos na area de imunossensores®® 2%, A
Figura 79 mostra as detec¢des de soro positivo para anapalsmose bovina em
presenca de anticorpos de algumas doencas como a Brucelose, B. bovis, B.
bigemina (Tristeza Parasitaria Bovina) frequentemente associadas a

anaplasmose em gado de corte e gado de leite®”’.
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Figura 79: Voltamogramas de pulso diferencial para o eletrodo de grafite
modificado com poli (3-HBA) apés adicdo del8 pL da Am1 (0, 055 pg pL™) +
18 pL 4-AAP a 10 mmol L*, com adicdo de 18 pL da mistura de soro de
bovino com anaplasmose (1:100) com soro positivo na diluicdo (1:100) para:
Brucelose, B. bovis, B. bigemina e Mix (mistura de todos o0s soros
interferentes). O soro negativo foi diluido (1:100). Em todas as medidas foi
subtraido o sinal do branco. Eletrélito: tamp&o fosfato 0,1 mol L*, pH 7,3.
Condicdes experimentais: Amplitude: 25 mV; duracdo do pulso 60 ms; v= 10

mV s™.
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':Soro positivo + Brucelose
Soro positivo + B. Bovis
501 ’—Soro positivo + Bigemina
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0ro positivo + soro negativo
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201
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0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
E/V vs Ag(AgCl)

Fonte: Autor, 2015.

Na analise de interferentes foi adicionado juntamente com 0 soro
positivo de animal infectado com A. marginale o soro positivo de uma doencga
que normalmente acomete 0s animais concomitantemente com anaplasmose
bovina. Na anélise das deteccbes (Figura 79) percebe-se que o imunossensor
para anaplasmose ndo apresentou alteracdo significativa no sinal analitico em
relacdo aos interferentes, a corrente de pico anddico do soro positivo na
auséncia de interferentes esta praticamente sobreposta as correntes de pico
anodico do soro positivo na presenca dos interferentes, isso mostra a boa
seletividade do imunossensor na deteccdo de IgG* para A. marginale. Essa

auséncia de interferéncia no momento da deteccdo estd associada com a

@
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excelente estabilidade estrutural da Am1 (Figura 60) conforme discutido no
item 6.4.1. O soro positivo na presenca do soro negativo também ndo

apresentou alteracdo significativa na corrente de pico anédico (Figura 79).

6.4.7 Analise de detec¢do do imunossensor por ressonancia de plasmons

de superficie

Com o propoésito de investigar ainda mais a resposta da interacdo da
proteina de membrana Am1 com o soro positivo de bovinos com anaplasmose
foi empregada a técnica de Ressonancia de Plasmons de Superficie (Figura
80). Nessa analise, a referida interacdo foi acompanhada através da variacdo
angular (ABspr) em funcdo do tempo, tendo como referéncia, a variacao
angular provocada pela adicdo de soro negativo na proteina de membrana
imobilizada na superficie sensora do eletrodo de ouro funcionalizado com poli
(3-HBA).

Vale ressaltar que o objetivo primordial desse experimento néo foi o de
utilizar mais uma técnica para caracterizacdo do imunossensor, uma vez que,
essa caracterizacdo ja foi elucidada através das técnicas eletroquimicas. O
intuito foi aproveitar as excelentes potencialidades da referida técnica
(sensibilidade) para verificar a especificidade da Aml, agora, imobilizada em
eletrodo de ouro modificado com poli (3-HBA) em solucéo eletrolitica de H,SO4
0,5 mol L™.

A respeito das variacdes angulares observadas no sensograma da
Figura 80 vale destacar que quando a condicdo de ressonancia do sistema é
alcancada, conforme ja apresentado no item 2.2.8 (as OPS e a radiacao
incidente tenham vetores de onda de igual magnitude), o angulo de
ressonancia de plasmons de superficie (BSPR) ou angulo de SPR, pode ser

determinado a partir da equacéo 9 %8

Zv.En 1
Equacédo 9: OSPR = arcsen cv+egl €4
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Em que &y € a constante dielétrica do disco de ouro, £; é a constante

dielétrica do meio (biomoléculas que interagem com a superficie metalica) e

£1 € a constante dielétrica do prisma.

Com base nesta equacdo, € possivel inferir que 6SPR é sensivel a
mudancas nas propriedades 6pticas do sistema, como as constantes dielétricas
do metal, do prisma e do meio. Além disso, por meio da equacao de Maxwell,
sabe-se que em meios fracamente absorventes de luz, como filmes metalicos,

a constante dielétrica (g) relaciona-se com o indice de refracdo (n) como

apresentado na equacao 10 #*2.

Equacdo 10: n =&

Assim, alteracBes na superficie do metal, como a imobilizacdo da
proteina de membrana Aml e a interagcdo dessa proteina como anticorpo
presente no soro de animais infectados com a A.marginale, irdo alterar o indice
de refracdo do meio e gerar variagbes no valor do 6SPR ao longo do tempo
(Figura 80).

%}j
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Figura 80: Sensograma mostra a variagdo angular em funcdo do tempo para
a interacdo da Am1 (18 pL a 0, 055 pg pL™) imobilizada em Au/poli (3-HBA),
10 ciclos de varredura (3-HBA a 2,5 mmol L em H,SO, a 0,5 mol L™) ap6s
adicdo de 18 pL soro positivo, diluicdo 1:25 e adicdo de 18 pL soro negativo,

diluicdo 1:25. Lavagem em tampéo fosfato 0,1 mol L™, pH 7,3.
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Fonte: Autor, 2015.

Através da andlise do sensograma foi possivel observar que a interacédo
da Aml com o soro positivo, Au/poli (3-HBA), apresentou um maior
deslocamento do angulo de SPR (ABspr = 600 m°). Enquanto que a adi¢do do
soro negativo na Am1, Au/poli (3-HBA), apresentou um menor deslocamento
do angulo de SPR (ABspr = 270 m®). Essa variacdo no deslocamento do angulo
de SPR do soro positivo em relagdo ao soro negativo, nas mesmas condi¢des
experimentais, mostra a eficiéncia da interagdo antigeno-anticorpo, uma vez
gue, no soro negativo, apos a lavagem com tampao fosfato houve a remocéao
das espécies fracamente ligadas na superficie sensora restando na superficie
do ouro funcionalizado com poli (3-HBA) a proteina de membrana da A.
marginale (Am1).

O maior deslocamento do angulo de SPR observado na adicdo do soro

positivo se deve a interacdo da Am1l com os anticorpos anti-A. marginale

145



presentes no soro de animais infectados, uma vez que, esses anticorpos
permaneceram na superficie metélica mesmo apds a lavagem com tampéo
fosfato. Ja que, um maior nimero de moléculas imobilizadas na superficie do
imunossensor tende a aumentar o indice de refracdo da superficie sensora e 0
consequente aumento do Bspr?®.

Com base nesses resultados de SPR, foi possivel constatar, mais uma
vez, o satisfatorio potencial apresentado pelo imunossensor desenvolvido, por
constituir-se como uma ferramenta analitica sensivel, especifica e rapida para

o sorodiagndstico da anaplasmose bovina.

6.4.8 Analise do tempo de estocagem do imunossensor

O tempo de estocagem do imunossensor foi avaliado durante um
periodo de noventa dias. Todas as analises foram realizadas em triplicata e a
resposta de corrente foi obtida por voltametria de pulso diferencial, nas
mesmas condicdes experimentais dos outros testes de deteccao realizados no
presente trabalho. Entre uma avaliacdo e outra, o eletrodo foi armazenado, em
frasco hermeticamente fechado, no freezer até a proxima deteccdo. Vale
mencionar que antes de ser armazenado o eletrodo foi funcionalizado com o
poli (3-HBA) e imobilizado com a proteina de membrana Am1l. Somente no
momento da analise foi realizada a adicao do soro positivo (Diluicaol: 25) e do
intercalador (10 mmol L™), tempo de interacdo (Ag-Ac) foi de 25 minutos,
eletrdlito tampao fosfato, pH 7,3.

A Figura 81 mostra os resultados de resposta relativa do imunossensor

em funcéo do tempo de estocagem em dias.
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Figura 81: Representa a variagdo da corrente de pico de oxidagao em funcéo

do tempo em dias de estocagem.
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Fonte: Autor, 2015.

Decorridos os primeiros trinta dias o imunossensor apresentou uma
qgueda de corrente de aproximadamente 15%. Do trigésimo dia em diante a
gueda de resposta de corrente foi mais sutil. Ao final de sessenta dias a queda
observada foi de 20 %. No final de noventa dias a queda de resposta foi de
aproximadamente 35 %. Em trabalho realizado por Brahim e colaboradores®°,
o desenvolvimento de um biossensor amperométrico com imobilizacdo da
enzima glicose oxidase, em pelicula de hidrogel funcionalizada com polipirrol,
apresentou no final de noventa dias uma queda de resposta de 30%. Esse
biossensor enzimatico apresentou boa estabilidade ao ser armazenado na
auséncia de tampao fosfato.

Em trabalho realizado por Razola®*!

ao imobilizar a peroxidase em
eletrodo de grafite funcionalizado com polipirrol, a melhor condicdo de
estabilidade foi obtida mantendo o biossensor em tampéao fosfato, pH 6,2, a

temperatura de 5°C, obtendo uma resposta de 90% em relagao a inicial em 35
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dias. Tasuma®*?

afirma que a exposicao do biossensor enzimatico ao ar pode
causar diminuicdo da sensibilidade pela desativacdo da enzima ou por
oxidacdo do material polimérico utilizado na funcionalizagcdo da superficie
sensora.

Na verdade, a estabilidade de um biossensor enzimatico € um dos
principais problemas a serem superados, uma vez que, as enzimas
apresentam uma natureza instavel quando fora de seu meio natural®*3.

Com isso, verifica-se que a boa estabilidade apresentada pelo
imunossensor desenvolvido para diagnostico da A. marginale esta relacionada
com a estrutura estavel da proteina de membrana (Am1, oligopeptideo com
apenas 26 residuos de aminoacidos) imobilizada na superficie sensora do EG /
poli (3-HBA). Essa estabilidade constitui um dos fatores indispensaveis para
gue esse imunossensor seja comercializado, principalmente, para aplicacdes
de monitoramento continuo.

Segundo Ahuja e colaboradores®* a estabilidade é um dos principais
problemas que afeta o potencial comercial de um biossensor, por isso, uma
grande variedade de técnicas de imobilizacdo tem sido investigadas para a

producdo de imunossensores mais estaveis.
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7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O poli (3-HBA) foi eletropolimerizado sobre eletrodos de carbono
grafite. Os estudos de estabilidade eletroquimica do filme eletrogerado
comprovaram baixa perda de atividade. Esse material polimérico também foi
eficiente para imobilizar oligonucleotideo e a proteina de membrana da
A.marginale, uma vez que, as correntes de pico dos eletrodos funcionalizados
foram superiores (66%) aos dos eletrodos nao funcionalizados.

Esse aumento de resposta foi atribuido a menor lixiviagdo, ja que a
estrutura globular do filme e a presenca de grupos carboxilas livres na estrutura
do polimero facilitam a retencédo das biomoléculas na superficie sensora. Além
das potencialidades dessa matriz para o desenvolvimento de um genossensor,
nesse trabalho, essa matriz polimérica foi escolhida para a construcdo de um
imunossensor para deteccao da anaplasmose bovina.

Os espectros de FTIR do poli (3-HBA), quando comparados aos
espectros do 3-HBA, mostraram comportamento bem distinto, sugerindo a
modificacdo na estrutura quimica do monémero. O perfil de maior destaque foi
da deformacéo axial assimétrica C-O-C caracteristica de éteres, a qual néo
aparece no espectro do monémero, sugerindo que a posicado de polimerizacao
entre os cations radicais seja entre o oxigénio fendlico e o carbono do anel de
menor impedimneto estérico (C4), formacado de um poli aril éter.

Em relacdo ao estudo tedrico realizado para o 3-HBA foi possivel propor
um mecanismo para a reac¢do de eletropolimerizagcdo do poli (3-HBA). Os
Espectros de infravermelho tedrico obtido pelo calculo B3LYP/6-31G para o
decamero do 3-HBA apresentaram uma boa concordancia com os dados
experimentais. Através do espectro UV-vis teorico foi possivel determinar o
band gap do decamero do 3-HBA, 3,71 eV. O valor experimental estimado para
o poli (3 - HBA) usando voltametria ciclica foi de aproximadamente 1,20 eV.
Esse valor encontrado é tipico de materiais semicondutores. Em relacdo aos
testes de reversibilidade esse polimero foi caracterizado como material quase
reversivel.

Foi realizado, através do método de web server RaptorX, a elucidacao
estrutural para as proteinas de membrana da A. marginale em que a Aml

apresentou uma estrutura estavel em folha-beta e a Am2 uma estrutura instavel
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em a-hélice. Essa instabilidade estrutural da Am2 é indispensavel para
explicar as vérias reagbes cruzadas em testes de diagnésticos da
anaplasmose que empregam esse peptideo como antigeno.

O imunossensor para identificacdo da anaplasmose em amostras
sorolégicas de bovinos foi construido sobre a matriz de poli (3-HBA). As
deteccBes foram realizadas através do sinal obtido pela oxidacdo do
intercalador de proteina 4-AAP, utilizando a técnica de voltametria de pulso
diferencial.

Experimentos também foram realizados para confirmagdo das
imobilizacdes, por espectroscopia de impedéancia eletroquimica. Os resultados
diferenciaram qualitativamente os sistemas contendo apenas o polimero, Am1,
IgG+, 1gG- e interferente. Houve um aumento significativo nos valores de
resisténcia a transferéncia de carga e diminuicdo dos valores do elemento de
fase constante ao adicionar 0 soro positivo na proteina de membrana da A.
marginale imobilizada na plataforma funcionalizada com poli (3-HBA). Isso
sugere uma reducdo da area eletroativa do EG/poli (3-HBA) e uma maior
dificuldade de difus@o do par redox até as proximidades da superficie sensora,
indicando a presenca dos materiais bioldgicos, confirmando assim as
interacBes antigeno-anticorpo.

Os parametros de deteccdo foram otimizados e a concentracdo de 4-
AAP foi de 10 mmol L™, o tempo de interacdo da Am1 com a IgG+ foi de 25
minutos e testes de interferentes utilizando alvos ndo-complementares foram
realizados com sucesso. O imunossensor apresentou boa sensibilidade,
antigeno (Am1l) interagiu com o soro positivo em diluicbes de 1:1000, 1:800,
1:400, 1:200, 1:100, 1:50, 1:25 (faixa linear de trabalho). Através da técnica de
SPR também foi possivel observar a especificidade do imunossensor para
diagnéstico da anaplasmose bovina, empregando eletrodo de ouro
funcionalizado com poli (3-HBA). O tempo de eestocagem do imunossensor foi
satisfatorio com reducao de 35% da resposta no final de noventa dias.

Como propostas futuras para o imunossensor, 0 sistema precisa ser
miniaturizado e aplicado em estudos de viabilidade econOGmica para
implantagdo comercial. Esse biomonitoramento, em tempo real, sera muito
importante para o diagndstico da anapalsmose bovina em rebanhos de corte e

leiteiro, uma vez que, essa doenga causa Severos prejuizos a pecuaria do
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nosso pais. Outra proposta futura que precisa ser aprimorada utilizando essa
nova plataforma, EG/poli (3-HBA), seria o desenvolvimento de genossensores

para o diagnéstico clinico de doencas.
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