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Apresentacéo

A alfa-amilase salivar humana (HSA) representa 10-20% do teor de
proteina total produzido pelas glandulas salivares sendo principalmente
sintetizada pelas glandulas parétidas. A funcao principal da HSA é catalisar a
hidrélise de ligacdes glicosidicas do amido em maltose e dextrinas. Por outro
lado, diversos estudos avaliam diferengas na concentracédo e atividade da HSA
com o objetivo de utilizd-la como possivel biomarcador para o diagnostico precoce
e acompanhamento de algumas doengas humanas, como por exemplo, o
diabetes mellitus tipo Il, insuficiéncia renal, sindrome de Down, cancer oral e
condicdes de estresse fisico e psicoldgico. Os métodos convencionais de Western
Blotting e imunoensaioenzimatico (ELISA) sdo utilizados para determinagdo da
concentracdo da amilase salivar. Entretanto, algumas doencas humanas
necessitam de um diagndstico precoce para o sucesso do tratamento e métodos
altamente sensiveis sdo necessarios para mensurar marcadores de baixos niveis
gue estdo presentes durante as fases iniciais da doenga. Desta forma, o
desenvolvimento de biossensores é uma alternativa para obtencdo de
diagndsticos clinicos e laboratoriais realizando analises ultra-sensiveis, precisas,
rapidas, ndo invasivas e em tempo real. Sendo assim, o desenvolvimento deste
trabalho tem como objetivo desenvolver um imunossensor impedimétrico para
mensuragdo da alfa-amilase salivar humana com alta especificidade e

sensibilidade.
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Fundamentacao Tedlrica



1. Saliva Humana: caracteristicas gerais e composicao

A saliva é uma secrecdo glandular que é essencial na manutencdo da
saude dos tecidos orais. Esse fluido corporal é derivado das secre¢gdes dos trés
principais pares de glandulas salivares (paro6tida, submandibular e sublingual),
de numerosas glandulas salivares menores e fluidos gengivais (EDGAR, 1992,
AMERONGEN; VEERMAN, 2002, DODDS; JOHNSON; YEH, 2005).

A secrecdo salivar é controlada pelo sistema nervoso auténomo via
sistemas de transducéo de sinal que estimulam mecanismos de transporte de
ions e de proteinas secretoras. Os volumes de saliva produzidos variam
dependendo do tipo e intensidade da estimulagdo (DODDS; JOHNSON; YEH,
2005). Alguns fatores como, por exemplo, hipossalivacdo, xerostomia,
radioterapia na regido da cabeca e pesco¢o, medicamentos como 0s anti-
hipertensivos, antidepressivos e anti-histaminicos proporcionam diminuicdo do
fluxo salivar causando alguns desconfortos para os pacientes tais como, dores na
lingua e mucosa, problemas com o paladar, degluticdo, mastigacao, fonacgéao,
carie dentaria e aumento de infeccdo (AXELL, 1992, VALDEZ; FOX, 1993).

A saliva é constituida por 4gua e uma mistura complexa de proteinas,
enzimas, hormdnios, ions e outros compostos. Em relagcdo ao conteudo protéico,
podemos destacar a amilase, lipase, aldolase, anidrase carboOnica, mucinas,
histatinas, imunoglobulinas, lisozima, lactoferrina, lactoperoxidase, cistatinas,
proteinas ricas em prolina, albumina, fibronectina e cromogranina A. Estes
componentes salivares apresentam importantes fungdes bioldgicas. Dentre elas, a
lubrificacdo, protecdo e cicatrizacdo da mucosa, auxilio no inicio da digestéo,
regulacdo da adesdo bacteriana, atividade antibacteriana, antifingica, antiviral,
neutralizacdo de taninos, remineralizagdo dos dentes e manutencdo do sistema
tamponante (HUQ et al., 2007, DENNY et al, 2008, SCHIPPER; SILLETTI;
VINGERHOEDS, 2007).

O conteudo protéico presente na saliva ndo s6 desempenha um papel
importante em manter a homeostase da cavidade oral, mas também tem sido
estudado como possivel marcador biolégico para detec¢do de doengcas humanas
como canceres, doengas autoimunes, patologias bucais, doencas virais, algumas
sindromes e estresse psicoloégico (HU et al. , 2007, RYU et al. , 2006,



STEGEREN; WOLF; KINDT, 2008, DOWLING et al. , 2008). A utilizagdo desses
componentes salivares como diagnoéstico de varias patologias é de grande
interesse cientifico, principalmente pela facilidade no procedimento de coleta, que
ndo é invasivo, ndo necessita de profissional qualificado para execucdo, nao
causa dor e nem incobmodo aos pacientes como ocorre nas coletas de sangue.

A saliva tem sido alvo para diversas analises protedmicas com o objetivo
de caracterizar os constituintes protéicos salivares, além de contribuir na busca de
novos biomarcadores para diferentes patologias (HU et al. , 2005, 2007). Ryu et
al. (2006) analisaram o proteoma salivar de individuos portadores da Sindrome
de Sjogren e de individuos saudaveis e identificaram um aumento significativo de
-2 microglobulina, lactoferrina, imunoglobulinas de cadeia leve Kk, receptor Ig
poliméricos, lisozima C e cistatina C nos pacientes com Sindrome de Sjogren. Por
outro lado, verificaram uma reducdo da amilase, anidrase carbdnica VI e duas
proteinas rica em prolina. Essas proteinas estdo sendo estudadas como possiveis
marcadores para essa sindrome (BALDINI et al. , 2008).

A saliva representa um fluido promissor no diagnéstico para a triagem de
doenca periodontal. Varios mediadores de inflamagdo cronica e destruicdo
tecidual tém sido detectados em saliva total de pacientes com periodontite. Alfa,-
macroglobulina, B-glicorunidase, proteina C reativa e catepsina G sado indicadores
que apresentaram niveis elevados na saliva total de pacientes com doenca
periondontal comparado ao grupo controle (LAMSTER et al. , 2003, PEDERSON
etal., 1995, CHRISTODOULIDES et al. , 2005).

A funcdo da saliva para diagnéstico de doencas sistémicas é também
evidente na pesquisa de alguns tipos de canceres. Nagler et al. (2006)
verificaram trés marcadores tumorais (CYFRA21-1, antigeno polipeptideo tecidual
(TPS) e antigeno do cancer (CA125)) na saliva de pacientes com carcinoma de
célula escamosa oral. Outro estudo verificou correlagao entre auto-anticorpos p53
na saliva com o0s niveis séricos em pacientes com carcinoma de célula escamosa,
sendo que esses anticorpos p53 presentes na saliva podem ser utilizados como
um marcador especifico para a detec¢éo desse tipo de carcinoma (TAVASSOLI et
al., 1998).

Outros estudos identificaram o0 oncogene c-erbB-2 como sendo uma

ferramenta importante no diagndéstico de tumores malignos em tecidos mamarios.
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Streckfus et al. (2000) evidenciaram que os fragmentos solUveis do oncogene c-
erbB-2 e o antigeno de cancer (15-3) foram significativamente elevados na saliva
e no soro de mulheres com cancer quando comparados a saliva e o soro de
pacientes sadios e pacientes com tumores benignos. Dessa forma, o teste salivar
para deteccao do oncogene c-erbB-2 é sensivel, confiavel e potencialmente util
no diagnostico inicial e no acompanhamento do cancer de mama (STRECKFUS
et al., 2001).

Além dessas aplicacdes, a saliva humana também esta sendo utilizada na
realizacdo de testes para deteccdo de anticorpos contra o HIV. O monitoramento
das cargas de HIV através de testes pela saliva representa uma alternativa nao
invasiva em relacdo a quantificacdo desses anticorpos no sangue e auxilia na
identificacdo de altos niveis de HIV na cavidade oral que podem colocar o
paciente em risco de transmissao do virus por via oral (LAWRENCE, 2002).

Desta forma, a saliva representa uma alternativa promissora para avangos
nas técnicas de diagnéstico ndo invasivo de diversas patologias. Dentre os
componentes salivares mais investigados esta a alfa-amilase salivar, ja que esta
representa 10-20% do teor de proteina total produzido pelas glandulas salivares,
sendo principalmente sintetizada pelas glandulas parétidas (ZAKOWSKI; BRUNS,
1985).

2. Alfa-amilase salivar humana

A alfa-amilase salivar humana (HSA) € uma enzima produzida pelas
células acinares serosas das glandulas parétidas e submandibulares. A HSA é
uma proteina da familia das hidrolases sendo encontrada na saliva nas formas
glicosilada (aproximadamente 62 kDa) e nao-glicosilada (aproximadamente 55
kDa). Essa proteina monomérica é constituida de 496 residuos de aminoécidos,
sendo que a estrutura tridimensional (Figura 1) consiste de trés dominios A, B e
C, onde se encontram os sitios ligantes de célcio e cloro (RAMASUBBU et al. ,
1996).



Figura 1. Representacdo esquematica adaptada da cadeia polipeptidica da alfa amilase salivar
humana. A figura indica as localizacBes dos sitios ligantes de cloro e calcio. Disponivel em:
<http:/Mmww.rcsh.org/pdb/explore/explore.do?pdbld=1SMD>

O dominio A é constituido de oito cadeias B-barril paralelas rodeadas por
um concéntrico cilindro de segmentos alfa-helicoidais e é constituido pelos
residuos 1-99, 170-404. Esse dominio possui o sitio ativo da HSA e alfa-amilases
de mamiferos, apresentando um formato de fundo V (BRAYER; LUO; WITHERS,
1995, RAMASUBBU; RAGUNATH; MISHRA, 2003). O sitio ativo € dividido em
subsitios ligantes de glicanos e aglicanos (RAMASUBBU; RAGUNATH; MISHRA,
2003), sendo que nessa regido duas substituicdes nos residuos da HSA podem
afetar a ligacdo do substrato. Na proximidade desta substituicdo estdo os
residuos de Arg 195, onde se liga o ion cloro; Asp 197, onde estad o residuo
catalitico e His 201, onde se encontra o sitio ligante de calcio, que possui a
funcéo de estabilizar a estrutura do dominio B (BRAYER; LUO; WITHERS, 1995).
O dominio B é constituido a partir dos residuos 100-169 ocorrendo entre a
terceira cadeia 3 e a a-hélice da B-barril central do dominio A. O dominio C ocorre
a partir dos residuos 405-496 e forma uma estrutura (3-barril antiparalela e € um
dominio independente (RAMASUBBU et al. , 1996, RAMASUBBU; RAGUNATH;

MISHRA, 2003, BRAYER; LUO; WITHERS, 1995). Além disso, em termos de



sequéncia primaria, o dominio C é o mais variavel entre as alfa-amilases de
diferentes origens (MACGREGOR, 1988, JESPERSEN et al. , 1993).

A funcao principal da HSA é catalisar a hidrolise de ligag6es glicosidicas do
amido em maltose e dextrinas. Além disso, essa enzima € utilizada como receptor
de bactérias na cavidade oral. Varias espécies de estreptococos orais, tais como
Streptococcus gordonii, se ligam a HSA imobilizada na superficie da hidroxiapatita
contribuindo para a formacgao da placa dental. A HSA ligada as bactérias mantém
a atividade enzimatica e os produtos podem ser utilizados pelas bactérias como
fonte de alimento e metabolizado em &cido lactico. Essa produgcdo de acido
localizada pode levar a dissolucdo do esmalte, levando a formacdo da cérie
dentaria (SCANNAPIECO; TORRES; LEVINE, 1995, RAMASUBBU; RAGUNATH;
MISHRA, 2003). Por outro lado, diversos estudos avaliam diferencas na
concentracdo e atividade da HSA com o objetivo de utiliza-la como possivel
biomarcador para o diagnéstico precoce e acompanhamento de algumas doencas
humanas, como por exemplo, o diabetes mellitus tipo IlI, insuficiéncia renal,
sindrome de Down, cancer oral, esquizofrenia e estresse psicologico (AYDIN,
2007, TOMAS et al. , 2008, SHPITZER et al. , 2007, SIQUEIRA; NICOLAU, 2002,
NATER et al. , 2005, INAGAKI et al. , 2010).

A saliva de pacientes diabéticos esta sendo investigada com o objetivo de
determinar um biomarcador para o acompanhamento da doenca (LOPEZ et al. ,
2003). Dentre as proteinas estudadas, a concentracdo da alfa-amilase salivar
apresentou diferenca significativa em pacientes diabéticos obesos e ndo obesos
guando comparado a individuos saudaveis, além de apresentar correlacdo com o
nivel glicémico (AYDIN, 2007, DODDS; DODDS, 1997).

A composicdo bioquimica da saliva também estd sendo analisada em
pacientes com insuficiéncia renal crénica e insuficiéncia renal na fase terminal.
Dentre os parametros estudados, a HSA apresentou-se elevada em pacientes
com insuficiéncia renal na fase terminal (TOMAS et al. , 2008). Outra aplicagio
dessa enzima foi evidenciada no estudo de Shirasaki et al. (2007), no qual foi
verificada uma correlagéo significativa entre os niveis de HSA e a escala de dor
em pacientes que apresentavam dores cronicas.

Por outro lado, uma reducéo significativa na concentragdo da HSA pode
ser evidenciada na saliva de pacientes que apresentam carcinoma de células



escamosas orais (SHPITZER et al. , 2007). Niveis baixos dessa enzima também
sdo encontrados em saliva de criangas portadoras da sindrome de Down, em
pessoas que consumiram bebida alcodlica, em pacientes que apresentam
hipossalivacdo induzida por radioterapia e em fumantes (SIQUEIRA; NICOLAU,
2002, ENBERG et al. , 2001, ALMSTAHL; WIKSTROM; GROENINK, 2001,
NAGLER et al. , 2000).

Além disso, a HSA tem sido utilizada no monitoramento da ativacao do
sistema nervoso simpatico adrenomedular (SAM) em resposta a situagcfes de
estresse (GRANGER et al. , 2007, NATER et al. , 2005, ROHLEDER et al. ,
2006). Niveis elevados dessa enzima sdo encontrados em individuos submetidos
a uma sessédo de videos estressantes (TAKAI et al. , 2004, 2007), uma tarefa
mental aritmética (NOTO et al. , 2005), um pré- exame (BOSCH et al. , 2003), um
salto de para-quedas (CHATTERTON et al. , 1997), uma apresentacdo oral em
publico (FILAIRE et al. , 2009) e um simulador de direcdo no transito
(YAMAGUCHI; WAKASUGI; SAKAKIMA, 2006). van Stegeren et al. (2006)
realizaram um estudo utilizando um grupo experimental que ingeriu propanolol
(betabloqueador adrenérgico) e outro grupo controle- placebo, submetidos a uma
situacdo de estresse e repouso. Enquanto o grupo placebo apresentou um
aumento substancial de HSA subsequente ao teste de estresse, a resposta da
enzima para 0 grupo que ingeriu o propanolol foi atenuada. Esses estudos
indicam que o sistema nervoso autbnomo tem fungc&o importante na secregéo da
HSA, uma vez que essa enzima € altamente sensivel as mudancas relacionadas
ao estresse. Além disso, a liberacdo de alfa amilase € regulada por inervagéo
autonbmica da glandula salivar (Turner e sugya, 2002) e agonistas beta-
adrenérgicos tém sido capazes de estimular a liberacdo de alfa amilase, sem
aumentar o fluxo salivar (Gallacher e Petersen, 1983). Dessa forma, a HSA pode
ser utilizada como um biomarcador indireto para estresse psicoldgico.

A alfa-amilase salivar humana também possui correlagdo com o limiar
anaerébio em individuos submetidos a um teste ergométrico. A concentracdo da
enzima aumenta de acordo com o incremento de carga e retorna ao nivel basal
apos o exercicio fisico. No momento de exaustdo do estresse fisico ocorre um
pico de maior concentragéo dessa enzima (CALVO et al. , 1997, OLIVEIRA et al. ,
2010a). Chatterton et al. (1996) verificaram niveis elevados de HSA em



individuos que participaram de uma corrida e de um exercicio em bicicleta. Outro
estudo investigou componentes salivares antes, durante e 1 h apds uma
maratona de 2 horas e a HSA aumentou significativamente devido a intensidade
da atividade fisica, mantendo-se elevada até 1 h ap6s a maratona (LJUNGBERG
et al. , 1997). Dessa forma, a HSA esta sendo utilizada como possivel indicador
do limiar anaerobio e biomarcador de estresse fisico em diferentes modalidades
de exercicios.

A determinacdo quantitativa da HSA e de outros constituintes da saliva é
realizada através de técnicas, tais como o ensaio imunoenzimatico (ELISA) e
Western Blotting (CALABOZO et al. , 2001, CHEUNG et al. , 2002, VERDOLIVA;
BASILE; FASSINA, 2000). Nessas pesquisas, 0s anticorpos policlonais sdo uma
ferramenta fundamental, pois interagem de forma especifica e sensivel com a
substéncia alvo (SHIN; HAYASAWA; LONNERDAL, 2001).

3. Anticorpos policlonais

As imunoglobulinas (lgs) sédo glicoproteinas presentes no soro e fluidos
teciduais de todos os mamiferos. Algumas destas Igs encontram-se nas
superficies celulares ou livres no sangue ou na linfa. Quando estdo nas
superficies apresentam funcao de receptores, enquanto que as livres no sangue
ou na linfa funcionam como anticorpos (TIZARD, 2002, TURNER, 1999).

A formacao dos anticorpos policlonais (PABs) é resultado da interacdo de
um antigeno e do receptor de imunoglobulina da superficie de alguns linfocitos B
(BROWER et al. , 1993). Os antigenos séo substancias estranhas que estimulam
uma resposta imunoldgica no organismo. O antigeno promove primeiramente a
ativacdo do sistema macrofagico, seguida da ativacdo do sistema linfocitico
estimulando a resposta imunolégica primaria. Nessa fase ocorre a maior formacgao
de imunoglobulinas M, resultando na formacdo de células de meméria B e T.
Posteriormente, quando o organismo reconhecer 0 mesmo antigeno desenvolve-
se a resposta secundéria, sendo a imunoglobulina G a mais predominante nessa
fase (FELDMANN, 1999). Deste modo, qualquer antigeno que apresente varios
epitopos diferentes estimula o linfocito B formando assim os anticorpos policlonais
(BROWER et al. , 1993).



Os anticorpos s&o importantes ferramentas utilizadas por muitos
investigadores em suas pesquisas e conduziram muitos avan¢os na medicina
(GALLACHER, 1993, GATHUMBI; USLEBER; MARTLBAUER, 2001). Em
pesquisas bioquimicas e bioldgicas, os PABs sé&o rotineiramente utilizados como
ligantes para a preparagédo de colunas de imunoafinidade (SHIN; HAYASAWA;
LONNERDAL, 2001) e como reagentes para a determinacdo qualitativa e
guantitativa de moléculas através de técnicas, tais como 0 ensaio
imunoenzimatico (ELISA) e Western Blotting (CALABOZO et al. , 2001, CHEUNG
et al. , 2002, VERDOLIVA; BASILE; FASSINA, 2000).

Varias espécies animais podem ser utilizadas para a producdo de
anticorpos. Os coelhos sdo mais frequentemente utilizados para a producédo de
PABs ja que apresentam um tamanho conveniente, facilidade de manuseio, vida
relativamente longa (5 — 8 anos) e um grande volume de anti-soro produzido
(HANLY; ARTWOHL; BENNETT, 1995). A inducéo de anticorpos policlonais nos
coelhos geralmente leva de 4 a 8 semanas, um curto periodo que favorece aos
pesquisadores investirem na producao desses anticorpos. Além disso, o anti-soro
policlonal apresenta titulos elevados permitindo utiliza-los em diferentes diluicdes
(LEENAARS et al. , 1999).

Pesquisas demonstram a utilizacdo de PABs em diferentes aplicagbes
imunopatologicas e clinicas com a finalidade de investigacdo cientifica,
diagndstico e tratamento. A terapia passiva de imunoglobulina policlonal tem sido
aplicada com sucesso para prevenir ou controlar a infeccdo de uma variedade de
virus, incluindo virus varicela-zoster, virus da hepatite A, hepatite B, hepatite C,
citomegalovirus e virus da imunodeficiéncia humana (HIV) (STIEHM et al. , 1987,
ORENSTEIN et al. , 1981, FERREIRA; SILVEIRA, 2006, SCHARF et al. , 2001,
MIR; BIRERDINC; YOUNOSSI, 2009).

Varias preparacdes de imunoglobulinas policlonais produzidas a partir de
plasma de pessoas HIV- positivas, com titulos elevados de anticorpos, tém sido
desenvolvidas e utilizadas na prevencdo da transmissdo materno-fetal ou no
tratamento de casos de inoculagdo acidental com agulhas contaminadas por
profissionais da area da saude (SCHARF et al. , 2001, CAVACINI et al. , 2003).

Além disso, os anticorpos policlonais sdo ferramentas essenciais no

diagnostico de varios tipos de cancer. Estudos evidenciam que a anidrase
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carbbnica é frequentemente expressa em tumores humanos, desta forma essa
enzima é investigada em linhagem celulares de carcinoma de mama e prostata,
utilizando anticorpo policlonal anti-anidrase carb6nica, para o diagnostico da
doenca (LI et al. , 2009). O polipeptideo protimosin a também é de grande
importancia clinica, pois seus niveis de expressdo estdo associados com o
diagnéstico precoce de cancer de prostata. O anticorpo policlonal anti-protimosin
o é utilizado para o diagnostico da doenca em técnicas de imunocitoquimica e
Western Blotting (KLIMENTZOU et al. , 2008). Outros autores produziram
anticorpo policlonal contra a metalotioneina 2A, que é uma proteina altamente
expressa em células de cancer de mama para auxiliar o diagnéstico (MARIKAR;
SUN; HUA, 2006).

Diagnosticos baseados em Western Blotting e imunoensaioenzimético
(ELISA) séo utlizados para determinagdo de marcadores salivares. Entretanto,
estas necessitam de equipamentos sofisticados, profissionais qualificados, maior
tempo para execugdo do procedimento, além de alto custo. Uma alternativa para

diagnéstico que tem sido utilizada séo os biossensores.

4. Biossensores

4.1. Aspectos gerais

Biossensores sao dispositivos analiticos que integram a especificidade de
um elemento bioldgico a um transdutor que converte um sinal biolégico em um
sinal mensuravel. Os biossensores cataliticos utilizam enzimas, microorganismos
ou tecidos como moléculas de bioreconhecimento. Por outro lado, os
biossensores de afinidade utilizam anticorpos ou haptenos, receptores,
fragmentos de DNA ou oligonucleotideos como elementos de reconhecimento
biologico (LUPPA; SOKOLL; CHAN, 2001, GOULART et al. , 2010).

O elemento de biorreconhecimento de um biossensor interage com o
analito alvo, assegurando a seletividade e especificidade do sensor (ARYA,
DATTA; MALHOTRA, 2008), sendo que a sensitividade € altamente influenciada
pelo transdutor. O transdutor quantifica um sinal resultante da interacdo do
composto bioldgico com o analito alvo. Existem varios tipos de transdutores

utilizados para deteccao de analitos, dentre eles o eletroquimico (amperométrico,
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potenciométrico e condutimétrico), éptico, piezoelétrico ou magnético (CASTILLO
et al. , 2004), bem como diferentes técnicas de imobilizagdo de biomoléculas.

A imobilizagdo das biomoléculas no eletrodo € uma das etapas mais
importantes na construgdo de um biossensor. As técnicas mais comumente
utilizadas sdo adsorcéo fisica e ligacdo covalente. Entretanto, as técnicas de
ligacdo cruzada (Cross-linking) e oclusdo (Entrapment) também podem ser
utilizadas.

A adsorcdo fisica € o método mais simples e rapido de imobilizacéo, pois
ndo exige qualquer modificacdo quimica e necessita apenas de uma solugao
contendo a biomolécula. Baseia-se na formacéo de ligagdes de hidrogénio, forcas
atrativas de Van der Waals e formacdo de complexos de transicdo de elétrons
entre a sonda e o analito e a superficie da matriz. As principais vantagens da
adsorcao sao o baixo custo e a facilidade de imobilizacdo (JIANG et al. , 2008,
SHARMA; SEHGAL; KUMAR, 2003).

A técnica de ligacdo covalente é realizada entre os grupos funcionais da
biomolécula que ndo sdo essenciais para a sua atividade biolégica com 0s grupos
funcionais da superficie do eletrodo. Normalmente, a imobilizacdo da biomolécula
na superficie transdutora por intermédio da ligagéo covalente ocorre, por exemplo,
por meio de ligacdes via grupos acila, tidis e diazdnio. A principal vantagem dessa
técnica € a ligacao forte do elemento bioldégico com a matriz suporte (SHARMA;
SEHGAL; KUMAR, 2003, GERARD; CHAUBEY; MALHOTRA, 2002).

Na ligacdo cruzada (crosslinking) a interacao intermolecular da biomolécula
com a superficie do transdutor é feita por intermédio de compostos quimicos
bifuncionais ou multifuncionais como o glutaraldeido, hexametileno di-isocianato,
1,5-difluoro-2,4-dinitrobenzeno, bisdiazobenzidina que tém a capacidade de ligar
as biomoléculas nas superficies solidas dos suportes. O resultado da reagdo da
biomolécula com um agente bifuncional forma as ligagbes covalentes
intermoleculares. A principal vantagem do “crosslinking” é utilizar condi¢ées pouco
agressivas tanto de pH como de tampbes, mantendo a estrutura original do
componente bioloégico (SHARMA; SEHGAL; KUMAR, 2003, CHAUBEY et al. ,
2001).

A técnica de oclusdo (Entrapment) é utilizada quando a biomolécula é

preparada juntamente com o produto de modificacdo da superficie do eletrodo
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como, por exemplo, poliacrilamida, amido e nylon. Esses produtos aprisionam 0s
componentes biol6gicos permitindo assim a imobilizag@o deles sobre a superficie
dos transdutores (SHARMA; SEHGAL; KUMAR, 2003, YING-SING; SHI-HUI; DE-
RONG, 2000, MALHOTRA; CHAUBEY; SINGH, 2006).

4.2. Utilizacdo de filmes poliméricos para o desenvolvimento do

biossensor

Uma alternativa para facilitar a imobilizagdo das biomoléculas sobre a
superficie dos eletrodos condutores sao os filmes poliméricos eletropolimerizados
(POURNARAS; KORAKI; PRODROMIDIS, 2008, SAl et al. , 2006). Os polimeros
condutores sdo policonjugados com propriedades eletronicas semelhantes as dos
metais que mantém as propriedades convencionais de polimeros organicos e
podem ser sintetizados quimicamente (MCCULLOUGH, 1998) e
eletroquimicamente (HEINZE, 1991).

A polimerizagdo eletroquimica é mais utilizada em aplicacbes bioldgicas
uma vez que O processo € realizado a temperatura ambiente, os eletrodos
apresentam uma maior area de superficie, a espessura do filme pode ser
controlada na escala de nan6metro para micrometro e as propriedades do mesmo
podem ser moduladas pela variagédo de condi¢cdes de polimerizacdo eletroquimica
(PENG et al. , 2009).

A polimerizagdo pode ser potenciométrica, amperométrica ou por uma
varredura de potencial. Durante a polimerizagdo, os mondmeros sdo oxidados
formando cation-radicais, seguido de reacdes de acoplamento para formar os
oligbmeros que, por sua vez, levam a deposi¢cdo dos polimeros na superficie do
eletrodo (WALLACE; SMYTH; ZHAO, 1999, SADKI et al. , 2000).

Os polimeros condutores mais amplamente investigados incluem
polianilina, poli(fenilenovinileno), polipirrol e politiofeno. Dentre estes, os que mais
tém sido estudados sao aqueles baseados em polipirrol, devido a alta
condutividade, facilidade e flexibilidade durante a preparacgéo, estabilidade e boas
propriedades mecéanicas (ANSARI; KEIVANI, 2006). Além do polipirrol, outros
mondmeros funcionais como os aminofendis estdo sendo usados na construgéo
de biossensores. Estas estruturas podem ser classificadas como derivados dos

fendis e da anilina por apresentarem dois grupos funcionais (NH, e OH) ligados a
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um anel aromatico que pode ser oxidado (YAMADA et al. , 1995, LAPUENTE et
al. , 1998). No processo de polimerizagdo de aminofendis, a posi¢éo relativa dos
grupos amino e hidroxila séo relevantes, pois em cada uma das posicdes as
propriedades, tais como a estabilizagcdo do cation-radical formado e os potenciais
de oxidagéo, podem ser diferentes (SALAVAGIONE et al. , 2004).

Alguns estudos mostraram o desenvolvimento de outros filmes poliméricos
derivados de 3-aminofenol ou 4-aminofenol sobre a superficie do eletrodo de
grafite, utilizando as técnicas eletroquimicas de voltametria ciclica e impedancia
(FRANCO et al. , 2008, VIEIRA et al. , 2006, BRITO-MADURRO et al. , 2007).
Além disso, um estudo recente apresentou o desenvolvimento de um novo filme
polimérico derivado do &cido-3-hidroxifenilacético sobre a superficie do eletrodo
de grafite por voltametria ciclica (OLIVEIRA et al. , 2010b).

4.3. Tipos de Biossensores
4.3.1. Biossensores com DNA

Outra abordagem para a utilizacdo de biossensores é evidenciada no
desenvolvimento destes dispositivos para DNA (genossensores) que é de grande
importancia para diversas areas com aplicacbes em diagnésticos de DNA, andlise
de gene, pesquisa ambiental, descoberta de drogas, pericia e tecnologia de
alimentos. O diagnéstico precoce de mutacdes genéticas a nivel molecular abre a
possibilidade da realizagdo de tratamentos antes da manifestacdo dos sintomas
da doenga (SASSOLAS; LECA-BOUVIER; BLUM, 2008).

Os biossensores de DNA consistem da imobilizacdo de uma fita de DNA
desnaturado para detectar a sequéncia complementar por hibridizagdo DNA-DNA,
DNA-RNA. Esses dispositivos convertem o evento de hibridizacdo em um sinal
elétrico direto. A ocorréncia da hibridizacdo é detectada diretamente por meio da
oxidacdo das bases nitrogenadas ou através da utilizacdo de indicadores que
intercalam entre os pares de bases do DNA. Os indicadores de hibridizacdo
podem ser mediadores, intercaladores, enzimas ou nanoparticulas (SASSOLAS;
LECA-BOUVIER; BLUM, 2008, TELES; FONSECA, 2008, GOULART et al. ,
2010).
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4.3.2. Biossensores enzimaticos

Algumas proteinas, como as enzimas, sao muito utilizadas na confeccéo de
biossensores. A funcé@o da enzima é selecionar o substrato presente na amostra
biolégica a ser analisada. A cinética da reacdo enzimatica é monitorada pela taxa
de formacao de produto ou desaparecimento de um reagente. Se 0 produto ou
reagente é eletroativo, a reagcdo pode ser controlada por amperometria. Assim,
essas reacOes eletroquimicas podem ser utilizadas para a construcao de
biossensores amperométricos (SARMA et al. , 2009).

No desenvolvimento de alguns biossensores enzimaticos amperomeétricos,
o ferroceno é utilizado como mediador que transfere facilmente elétrons entre o
eletrodo e o centro redox da enzima (SHARMA; SEHGAL; KUMAR, 2003). As
enzimas mais utilizadas para o desenvolvimento de biossensores amperométricos
sado as enzimas oxirredutases (enzimas redox que produzem ou consomem
elétrons), que incluem a élcool desidrogenase, aldeido desidrogenase, glicose
oxidase, glutaminase, catalase, xantina oxidase, colina oxidase, urease, bilirrubina

oxidase e lactato oxidase.

4.3.3. Imunossensores

Imunossensores sao biossensores que utilizam as propriedades de
interacdo entre anticorpos (Ac) e antigenos (Ag) especificos, para obter um sinal
correspondente a essa interagdo. A construcdo de um imunossensor consiste da
modificacdo de um transdutor com um material biol6gico que servira como sonda
(Ac ou Ag) para deteccao da reacdo de ligacao especifica da sonda com o analito
alvo (Ac ou Ag). Esse processo consiste de uma transferéncia de sinal, para
responder as mudancas eletroquimicas, épticas, espectroscopicas ou parametros
elétricos do receptor causados pela ligacdo especifica (RUAN; YANG; LI, 2002).

Transdutores eletroquimicos sdo 0s mais antigos e comuns
métodos  utilizados nos biossensores. O  principio baseia-se nas
propriedades elétricas dos eletrodos que sdo afetados pela interagdo Ac-Ag.
Esses transdutores podem determinar o nivel do analito alvo medindo a variagéo
de potencial, condutancia, corrente ou impedancia causada pela imunorreacéo,
apresentando alta especificidade e baixos limites de deteccdo semelhante aos

métodos de imunoensaios tradicionais (JIANG et al. , 2008).
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Os transdutores eletroquimicos mais utilizados no desenvolvimento de
imunossensores sao 0s potenciométricos, amperométricos e impedimétricos. O
imunossensores potenciométricos sdo baseados na mensuracado de mudangas no
potencial induzido pelo marcador utilizado, que ocorrem apés a ligagéo especifica
do Ac-Ag. Esses imunossensores quantificam a alteracdo do potencial de um
sistema baseado na equacdo de Nernst. Essas alteracdes estdo relacionadas
com a atividade especifica do ion quando ocorre um evento de ligagcdo entre
antigeno-anticorpo no eletrodo em comparacdo a um eletrodo de referéncia
(LUPPA; SOKOLL; CHAN, 2001, JIANG et al. , 2008, LEONARD et al. , 2003,
YULAEV et al., 2001, STARODUB et al. , 2000).

Nos imunossensores amperométricos a deteccdo da interagdo Ac-Ag é
dependente da corrente gerada quando uma espécie eletroativa € oxidada ou
reduzida na superficie do eletrodo. A deteccdo € realizada em um potencial
elétrico fixo e a corrente € diretamente proporcional a ligacédo especifica do Ac-Ag
(PATEL, 2002, PRABHULKAR et al. , 2009, GRENNAN et al. , 2003).

Os imunossensores impedimétricos mensuram diferentes alteragdes num
campo elétrico. Essas alteracdes podem ser mensuradas por condutividade
elétrica da solucdo e alteracdo da capacitancia devido a interacdo Ac-Ag na
superficie do eletrodo. Portanto, impedancia, condutancia, capacitancia e
resisténcia sdo fatores interrelacionados que podem fornecer diferentes formas de
monitoramento do sistema analisado (JIANG et al. , 2008).

A Espectroscopia de Impedéancia Eletroquimica (EIE) é frequentemente
utilizada para investigar as transformacdes e processos quimicos associados a
variacdo da condutividade em um circuito eletroquimico. Essa técnica atraiu
extenso interesse para 0 avangco da quantificacdo da interacdo entre
Ac e Ag (JIANG et al. , 2008, BALKENHOHL,; LISDAT, 2007, RAMANAVICIUS et
al. , 2009), visto que detecgdes eletroquimicas diretas sdo complicadas uma vez
que dificilmente ambos compostos bioldgicos apresentam eletroatividade.

A EIE é geralmente determinada por diferentes frequéncias, o que permite
a caracterizacdo de superficies, camadas ou membranas. Com a aplicacao de
uma tensdo alternada, a corrente é forcada a fluir através de todos os
componentes do sistema impedimétrico (eletrodo de trabalho, material bioldgico,

7

solucdo e contra eletrodo) e a impedancia mensurada é a soma de todas as
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contribuicdes individuais. A partir desse resultado € realizada a construcdo de um
circuito equivalente que geralmente consiste de resisténcias e capacitancias e
representa as diferentes propriedades fisico-quimicas do sistema analisado
(LISDAT; SCHAFER, 2008).

Varios estudos evidenciam a utilizagdo da EIE no desenvolvimento de
imunossensores. Radi et al (2009) desenvolveram um imunossensor
impedimétrico, utilizando o eletrodo de ouro modificado com 4-carboxifenil para a
deteccdo da ocratoxina A, um metabdlito secundario produzido por vérias cepas
dos fungos Penicillium e Aspergillus. Hleli et al. (2006) mostraram a aplicagéo de
um imunossensor impedimétrico para detec¢do do pesticida atrazina, sendo que
esse imunossensor apresentou alta sensibilidade e uma boa resposta linear em
diferentes resisténcias. Outro estudo apresentou um imunossensor impedimétrico
para a deteccao do bisfenol A, um desregulador endécrino, a partir da ligacéo
covalente entre um anticorpo policlonal e um grupo &cido carboxilico (RAHMAN et
al. , 2007).

Outros autores utilizaram a EIE para a detecgcao de antibiéticos. Wu, Lin e
Wang (2009) verificaram a interagdo do antibiético enrofloxacina a um anticorpo
especifico imobilizado sobre o eletrodo de ouro funcionalizado com acido 11-
mercapto-undecandico e lonescu et al. (2007) desenvolveram um imunossensor
impedimétrico utilizando um anticorpo especifico para o antibiotico ciprofloxacina
imobilizado sobre o eletrodo de ouro modificado por um filme de poli(pirrol-NHS).
Dessa forma, os imunossensores impedimétricos representam uma técnica
interessante para disponibilizar novos métodos de deteccdo de diferentes

substancias para diversas areas do conhecimento.

4. 4. Aplicabilidade dos biossensores

O desenvolvimento de biossensores é uma alternativa para obtencdo de
diagndsticos clinicos e laboratoriais realizando analises ultra-sensiveis, precisas,
rapidas e em tempo real. Além disso, esses dispositivos tém sido utilizados como
ferramentas analiticas em vérias outras areas, tais como no monitoramento
ambiental, indUstria de alimentos, indUstria farmacéutica e genética (SHARMA;
SEHGAL; KUMAR, 2003, THALER et al., 2009, NAYAK et al. , 2009).
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Algumas doencgas humanas necessitam de um diagndéstico precoce para o
sucesso do tratamento e métodos altamente sensiveis sdo necessarios para
mensurar marcadores de baixos niveis que estdo presentes durante as fases
iniciais da doenca. Tais métodos devem faciltar a deteccdo precoce,
possibilitando um aumento nas taxas de sobrevida do paciente. Os biossensores
estdo sendo estudados para suprir essa necessidade na medicina fornecendo
analises rapidas, sensiveis, ndo invasivas, além de contribuir para o tratamento e
acompanhamento progressivo da doenca (WANG, 2006, TANSIL et al. , 2005,
ARMISTEAD; THORP, 2002, WANG; KAWDE, 2001, WANG et al. , 1997).

Desta forma, os biossensores representam uma alternativa rapida e de
baixo custo para substituir e minimizar o tempo gasto em diagnostico e andlise
laboratorial, uma vez que podem detectar uma variedade de moléculas bioldgicas

com alta especificidade e sensibilidade.
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Resumo

A alfa-amilase salivar € uma das proteinas mais abundantes da saliva e diversos
estudos avaliam diferengcas na concentragéo e atividade da HSA com o objetivo
de utiliza-la como possivel biomarcador para o diagnoéstico precoce e
acompanhamento de algumas doencas. Este estudo descreve a preparagdo e
purificagdo da alfa-amilase salivar humana e do anticorpo policlonal anti- amilase
salivar humana, bem como a sua utilizagdo no desenvolvimento de um novo
bioeletrodo baseado na imobilizacdo do anticorpo especifico para amilase salivar
sobre o eletrodo modificado com &cido poli(3-hidroxifenilacetico). O bioeletrodo foi
incubado com amilase salivar ou lisozima (interferente salivar) e a interagao entre
0 anticorpo e as enzimas foi analisada por espectroscopia de impedancia
eletroquimica. Os resultados indicaram especificidade do bioeletrodo para a
amilase salivar. O método usado é rapido, de facil manuseio, preciso e de baixo

custo.

Palavras chaves: alfa-amilase salivar, 3-hidroxifenilacetico, bioeletrodo, eletrodo

modificado, filme polimérico.
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Abstract

The salivary alpha-amylase is one of the most abundant protein in saliva and
several studies evaluate differences in activity and concentration of HSA in order
to use it as a potential biomarker for diagnosis of some diseases. This paper
describes the preparation and purification of human salivary alpha-amylase and
anti-alpha-amylase polyclonal antibody, as well as its utilization in the
development of a novel bioelectrode based on the immobilization of a specific
antibody for salivary amylase onto graphite electrode modified with poly(3-
hydroxyphenylacetic) acid. The bioelectrode was incubated with salivary amylase
or lysozyme (interfering salivary) and the interaction between the antibody and the
enzymes was analyzed through electrochemical impedance spectroscopy. The
results indicated specificity of the bioelectrode of salivary amylase. The method

used is rapid, easy to use, label-free and inexpensive.

Keywords: Salivary alpha-amylase, 3-hydroxyphenylacetic acid, bioelectrode,

modified electrode, polymeric film
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1. Introduction

Saliva is a granular secretion essential for the maintenance of oral tissue that
contains a wide variety of proteins, peptides and analytes, each with a different
function in the oral biology.*® Among the proteins, the alpha-amylase is an
enzyme involved in the digestion of starch and is also a receptor for the adhesion
of bacterial flora, assisting in the formation of dental plaque.* A number of alpha-
amylase isoforms are secreted by the acinular cells from the submandibular and
parotid glands and account for 10-20% of total protein in saliva.’

Salivary alpha-amylase has been studied in type 2 diabetes mellitus,®’ oral
cancer,® Down syndrome,® hyposalivation,’® and renal insufficiency*! in an attempt
to find alterations that allow to correlate salivary alpha-amylase with the diagnostic
of systemic diseases. Furthermore, data regarding salivary alpha-amylase activity
on different stress paradigms, i.e. parachute jumping,'? academic evaluations,™

1516171819 rayeal an increase after the stressful

driving™ and physical exertion,
event when compared with its baseline values, suggesting salivary alpha-amylase
as a useful surrogate of the sympathetic adrenomedular system.

Conventional methods like Western Blotting and immunoassays (ELISA) have
been used for the determination of alpha-amylase concentration in saliva. These
systems have the disadvantage of being time consuming and often not
comparable between laboratories.?

Immunosensors are interesting for clinical applications because they offer a
number of potential advantages over conventional assay techniques; the detection
is fast and the system can easily be automated.”* An immunosensor is a device
based on affinity of the antibody/antigen, in which the immunochemical reaction is
coupled to a signal transducer. An ultra-sensitive and label-free approach,
electrochemical impedance spectroscopy (EIS), can be used as a transducer to
evaluate biomolecular interactions.?? Electrochemical impedance spectroscopy
(EIS) is a non-destructive steady-state technique capable of probing the relaxation

2324 1t is used for the

phenomena over a wide range of frequencies.
characterization of bulk and surface properties.
A related approach to probe immobilization is the electrogeneration of

functionalized polymers on electrode surface, followed by biomolecule attachment
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to the polymer surface. Being a two-step procedure, it allows selecting optimal
conditions for each step.

Electropolymerization often leads to electrode passivation with non-conductive
films but, unlike chemical polymerization, permits higher flexibility and control of
polymerization conditions.? Electropolymerization of phenols and aromatic ethers
has been investigated for the production of modified electrodes.?*?"?® Studies
have indicated that monomers containing aromatic groups directly bonded to
oxygen are easier to polymerize, presenting high reproducibility and mechanical
resistance of the obtained film, allowing higher stability of the modified
electrode, ?20:2728

Recently, we have reported the preparation of electrodes coated with poly(3-
hydroxyphenylacetic acid [poly(3-HPA)].*° Those results showed that the polymer
prepared in acid medium presents conductivity, and that graphite electrodes
coated with these polymers were much more efficient in immobilizing biomolecules
when compared with non-coated graphite surfaces.

This work reports the purification and characterization of human salivary alpha-
amylase polyclonal antibody aiming at the development of a bioelectrode for the
detection of this enzyme. Additionally, to the best of our knowledge, this is the first
report about the incorporation of polyclonal antibody in bioelectrodes based on
poly(3-hydroxyphenylacetic) and its use for the detection of human salivary alpha-

amylase.

2. Experiments

2.1. Chemicals

All reagents used were of analytical grade. Ultra high pure water (Millipore
Milli-Q system) was used in the preparation of the solutions. Buffer components
(CH3;COOH, CH3COONa, Tris, EDTA, EGTA, NH4HCO3) and other chemicals (Q-
Sepharose resin, human salivary alpha-amylase antibody, lysozyme, trypsin,
Freund’'s complete and incomplete adjuvant, iodoacetamide, DTT,
mercaptoethanol) were purchased from Sigma-Aldrich Chemical, USA (ACS

purity). Monomer solutions, 3-hydroxyphenylacetic acid, were prepared in 0.5
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mol.L™* HCIO, solution, immediately before their use. All reagents were used as

received. The experiments were conducted at room temperature (25 + 1°C).

2.2. Apparatus
The SDS-PAGE 1D and Western Blotting were performed in the system

from Hoefer Pharmacia Biotech Inc. (San Francisco, USA). The protein
identification using peptide mass fingerprinting was carried out in a Bruker Reflex
IV mass spectrometer. The electropolymerizations were performed in a three-
compartment electrochemical cell connected to a 420A-model potentiostat from
CH Instruments (Austin, USA). The working electrode was carbon graphite
(99.9995%) from Alfa Aesar, in disk form, 6.18mm of diameter. A platinum plate
and electrodes of Ag/AgCl, KCI (3 M) were used as auxiliary and reference
electrodes, respectively. EIS was performed in an AUTOLAB electrochemical
system (PGSTAT302N and FRA2 module) from Eco Chemie (Utrecht, The
Netherlands), using potassium ferro/ferricyanide (5mmol.L™) in potassium chloride
solution (0.1 mol.L™). The frequency range was from 100KHz to 10Hz using the

open-circuit potential system, +0.24V. The voltage amplitude was 10mV.

2.3. Preparation of the enriched fraction of human salivary alpha-
amylase (HSAY)

Saliva was collected by the spitting method described by Navazesh 3! with

some modifications. Briefly, 10 healthy, non-smoking subjects (Mean 26, SD 2.5
years of age) performed oral hygiene with toothpaste two hours before sample
collection and washed their mouth three times with distilled water immediately
before collection. Saliva secretion was stimulated with paraffin and collection was
carried out at 16:00h. Saliva was frozen at -20°C for 48h for protein precipitation
and later thawed at room temperature, and centrifuged at 12,000g for 10 min at
20°C.*? Supernatant dialysis and chromatography followed the protocol by
Gouveia et al.** The saliva supernatant was diluted (1:1 v/v) in 50mM Tris-HClI
buffer (pH 8.0), containing 10mM EGTA and 10mM EDTA. A glass column (9 x
2cm) packed with 63mL of Q-Sepharose resin was used. The column was
stabilized with 5 volumes of 25mM Tris-HCI pH 8.0, containing 5mM EGTA and
5mM EDTA and a sample of 120mL of diluted saliva was applied into the column.
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The excluded volume was collected, dialyzed against 50mM NH4HCO3 and finally
lyophilized. Fractions were submitted to SDS-PAGE 1D and Western Blotting. For
immunoblotting analysis, the human salivary alpha-amylase antibody (anti-HSA)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) was used.

2.4. Peptide mass fingerprinting (PMF)

The polypeptides immunodetected through Western Blotting with the anti-
HSA were stained in the gel and digested for further identification of the proteins.
The method employed was based on the reduction of proteins with DTT, alkylation
with iodoacetamide and digestion with trypsin. The vyielded fragments were
submitted to microchromatography using C18 Zip Tips (Millipore, Billerica, USA),
followed by matrix-assisted laser desorption ionization time of flight (MALDI-TOF)
in a Bruker Reflex IV mass spectrometer. Known trypsin autolysis peaks and

keratin contaminants were removed.

2.5. Database search

Mascot, assuming p< 0.05** and Profound® software, were used to search
for the PMF-identified proteins in the NCBInr database. No restrictions were made
regarding the molecular mass or the taxonomy of the proteins. The fragment mass
tolerance was <0.2 Da for MH+ monoisotopic data, and the “experimental
molecular mass” (gel) and “theoretical molecular mass” (database) were

compared to verify the assurance of the identification.

2.6. Purification and characterization of the polyclonal antibody (anti-
HSAY)

Initially, a rabbit was dorsally immunized with 500ng/mL of HSAf and
Freund’s complete adjuvant. Two booster doses of 250ng/mL with Freund’s
incomplete adjuvant were administered at two-week intervals. Blood was collected
from the ear vein 1 week before the first dose and 15 days after each
immunization. Serum titer was determined through ELISA. The polyclonal antibody

anti-HSAf was purified through immunoafinity method® and the specificity of the

antibody was verified by Western Blotting.
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2.7. Functionalization of graphite electrode surface with poly(3-HPA)

Graphite carbon electrodes were modified with polymer derived from 3-
hydroxyphenylacetic acid according to Oliveira et al.*°

2.8. Modification of the modified electrode surface with anti-HSAf

antibody

The modified electrode with poly(3-HPA) was pre-treated by applying a
potential of -0.2V in acetate buffer, pH 4.7 for 60 seconds. 20ng/nL of antibody
anti-HSAf was diluted in the same buffer, added on the modified electrodes and
incubated for 1 h at 25°C. The modified electrode with poly(3-HPA)/anti-HSAf was
immersed for 30 s in acetate buffer, pH 4.7 and dried with N,.

2.9. Interaction antigen—antibody (Ag—Ab) on the electrode modified

For the detection of the target (salivary amylase), an acetate buffer solution
containing mercaptoethanol was pre-heated in the presence of the target (HSAf
60ng/pL) at 98°C for 5 minutes, immersed for 30 s and in acetate buffer dried with
N2. As negative control, a buffer solution containing mercaptoethanol pre-heated in
the absence of target was performed.

2.10. Interferent study

The interferent study was performed using lysozyme, an enzyme present in
the human saliva, at the same conditions described to the target human salivary
amylase.

3. Results and Discussion

3.1. Preparation of the enriched fraction of human salivary alpha-
amylase (HSAY)

Figure 1A shows the electrophoretic profile of saliva samples before and
after fractioning through ion exchange chromatography with chelating divalent

cations. 1D SDS-PAGE analysis reveals the presence of a number of polypeptides
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in whole saliva (WS) as well as in the diluted supernatant saliva (S) fractions. On
the other hand, the excluded volume (V) is enriched with two polypeptides with a
similar Mr to the alpha-amylase. Presence of salivary alpha-amylase in these
fractions was confirmed by Western Blotting (Figure 1B) and PMF analysis (Table
1). Immunoblotting analysis showed a cross-reaction of the antibody anti-HSA with
the ~58KDa-polypetides in the WS, S and V samples. Moreover, these
polypeptides were later identified through PMF analysis as amylase isoforms with
Mr between 56 and 58kDa. That is in agreement with previous proteomic studies
which showed amylase isoforms with different molecular mass and isoelectric
points.*"*3 Hirtz et al.*® identified from a databank amylase native forms with
56kDa as well as 59kDa-isoforms with likely post-translational modifications being
responsible for the variation on Mr between the 50 and 70 kDa region as seen on
SDS-PAGE 2D.* Finally, densitometric analysis (Fig. 1C, p<0.01) proved that
production of an enriched fraction of salivary alpha-amylase (HSAf) by ion
exchange chromatography as seen in the column excluded volume was effective.

3.2 Purification and characterization of the polyclonal antibody

The polyclonal anti-HSAf antibody purified by immunoaffinity revealed high
specific interaction with alpha-amylase as shown on the assay with different
proteins. In addition to the sample analyzed here (HSAf), the immunoblotting
assay was carried out with human lysozyme (L), human whole saliva (HWS), rat
whole saliva (RWS), rat cardiac muscle (RCM), honey (H) and blocking solution
skim milk samples in different concentrations, 5mg/mL (B5), 10mg/mL (B10) and
15mg/mL (B15). The electrophoretic profiles from the samples used are shown in
figure 2A. Western Blotting analysis revealed that polypeptides from the blocking
solution did not interact with the anti-HSAf (Figure 2B), showing that there was no
cross-reaction between the antibody and other proteins from the skim milk used in
the blocking solution during the purification process. Anti-HSAf interaction
occurred only with polypeptides of ~Mr 58KDa from the HSAf, HWS, and RWS
samples. Cross-reaction with alpha-amylase present in rat saliva is due to the high
homology (85%) between rat and human amylase sequences as demonstrated by
Clustal W analysis (Figure 3). That result is in line with the high homology found
among amino acid sequences within exon 4 of genes AMY 1 and AMY 2 of human
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amylase when compared to nine mammal species.” The high specificity of
interaction of the anti-HSAf with amylase isoforms supports its potential use in
research and diagnostic methods.

3.3 Electrochemical Impedance Spectroscopy study of the modified

electrodes

One of the most significant advantages of impedance detection for
biosensing is that antibody-antigen binding can be directly detected. Figure 4
shows the complex plane plot, known as the Nyquist plot, representative of the
impedance response of a graphite electrode modified with the film or film/antibody

or film/antibody-antigen.

The experimental curve displays semicircles combined with a short straight
line having a ~45° slope in the high-frequency domain followed by a rather
complex behavior in the low-frequency domain. The results suggest that the
system is kinetically and mass transfer controlled in the high-frequency domain.
Figure 5 shows the equivalent circuit used to fit the experimental data.

The model for the morphology of the electroactive layer that emerges from
the results supports the existence of two regions: a more internal region, close to
the graphite surface, described by the Rq; and Qi data, suggesting that electron
transfer occurs at the surface of the more internal regions of the film and a more
external region when the biomolecules are applied, described by the (C,[Rct2W])
combination, supporting that an electron transfer takes place at the more external
surface of the electrode. The C, capacitance can be taken as a measure of the
external surface. Table 2 gathers the fitting results.

The chi-square values (c?) of the Kramers-Kronig of the order of 102-107
attest the good quality of the data. Some interesting features came out of the data
gathered in Table 2. The solution resistance (Rs) is reasonably constant, centered
around 5.0. That is a reasonable value considering the electrolyte composition.

For the more internal region electron transfer, it is expected to be easier
resulting in lower R¢1-values when compared to the R 2-values, as it can be seen
in Table 2. The modified electrode with poly(3-HPA) showed significant blocking
behavior to electron transfer reaction of the pair redox ferricyanide/ferrocyanide
(2427 W cm?), indicating electrostatic repulsion with the negatively charged
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carboxylate groups of the polymer.*® That charge repulsion causes higher charge
transfer resistance. In presence of the immobilized antibody containing polymeric
film, there is a decrease of the charge transfer resistance (566 W cm?) onto the
electrode surface. That decrease can be attributed to the interaction between the
negative charge of polymer and positive charge of the probe, increasing the
electrostatic interactions, once that anti-HSAf presents isoelectric point (PI) value
6.1-6.5 and the assay was conduced in pH=4.7. Thus, the presence of a specific
interaction between the antibody-antigen provided a resistance increase (1345 W
cm?), increasing the distance of the interaction antigen-antibody formed with the
electrode surface, due to the precipitation or agglutination caused by the antigen-
antibody interaction, resulting in decrease of the charge transfer.
Comparison of the Q; and Q; values results in the sequence poly(3-HPA)/Ab-
Ag> poly(3-HPA)/Ab>poly(3-HPA). That capacitance increase indicates that the
antigen is immobilized onto the polymer surface and that its elements are in
contact with the antibody. This conformational model is consistent with Rct-values.
Such results are in agreement with the studies of some authors, which verified
modifications in the impedimetric systems according to the biomolecule
immobilizations over the electrode surface.**** Wu et al.*® using the impedimetric
system for the detection of enrofloxacin, verified that the semicircle diameter,
illustrated by Nyquist diagram, increased when the antigen-antibody interaction

occurred.

3.4. Interferent study

To investigate the specificity of the bioelectrode, we utilized lysozyme, a
protein present in saliva, secreted by the parotid, submandibular and sublingual
glands.*® Lyzozyme was prepared in the same condition as the specific target
(HSATf) and the system was analyzed through EIS (Figure 6). Figure 6 shows that
the biolectrode discriminates the salivary amylase of another salivary compound
(lysozyme), once that the graphic profile is very similar for the modified electrode
in presence or absence of lyzozyme. Those results indicate that lysozyme does

not interact with the antibody (anti-HSAf), revealing specificity of the bioelectrode.

44



4. Conclusion

The production of an enriched fraction of salivary alpha-amylase (HSAf) by
ion exchange chromatography was effective, being identified through PMF
analysis as some amylase isoforms and the anti-HSAf purified by immunoaffinity
revealed high specific interaction with human salivary alpha-amylase. Graphite
carbon electrode modified with poly(3-hydroxyphenylacetic acid) was effective for
the immobilization of anti-HSAf. The interaction anti-HSAf-human salivary
amylase, analyzed through electrochemical impedance spectroscopy, showed a
significant modification in the Nyquist plot upon addition of the complementary
target, with an increase in the charge transference resistance. Assay using an
interfering salivary indicated specificity of the bioelectrode based on poly(3-HPA)
and anti-HSAf. The combination of graphite electrode with poly(3-
hydroxyphenylacetic acid) is a promising strategy for antigen immobilization and
other biological recognition elements, presenting potential for the production of a

low-cost label-free biochip.
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6. Figures and Tables
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Figure 1. lon exchange chromatography for production of an enriched fraction of
salivary alpha-amylase. In A, Electrophoretic profile of whole saliva (WS), diluted
supernatant (S) and excluded volume (V). In B, Western Blotting showing human
salivary alpha-amylase immunodetection in WS, S and V. In C, lon exchange
chromatography fraction densitometry for HSAf production. Statistically different
(p<0,001). *WS different from S, **V different from WS and S.
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Table 1. Identification of the polypeptides immunodetected with anti-HSA by peptide mass fingerprinting (PMF - MALDI-TOF/TOF

MS).

Protein identification Organism ProteinID  Mascot Macthed Coverage pl Mr (Theor.)
score peptides (%) (Theor.) kDa

Chain A, role of ethe mobile gi|15988376 267 27 49 6.21 56.171
loop in the mechanism of
human salivary amylase

Chain A, structure solution and 0i|14719766 234 20 41 6.21 56.484

refinement of the recombinant

human salivary amylase

AMY1A protein Homo sapiens  i|47124258 229 22 44 8.82 56.859

Alpha-amylase 1 precursor Homo sapiens  i|40254482 205 26 47 6.47 58.415

Alpha-amylase Homo sapiens 0i|178585 189 22 42 6.32 58.398

Amylase, alpha 1A (salivary) Homo sapiens  i|10280622 152 20 37 6.64 58.300
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Figure 2. In A. SDS-PAGE 1D electrophoretic profile of polypeptides from the
enriched fraction of human salivary alpha-amylase (HSATf), lysozyme (L), human
whole saliva (HWS), rat whole saliva (RWS), rat cardiac muscle (RCM), honey (H),
and blocking solution skim milk samples in different concentrations, 5mg/mL (B5),
10mg/mL (B10) e 15mg/mL (B15). In B. Immmunoblotting showing
immunodetection of salivary alpha-amylase polypeptides from HSAf, HWS and

RWS samples.
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BEMY1 HUMAN
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Prim.cons.

AMY1 HUMLN
QSIOLO_RAT

Prim.cons.

AMY1 HUMAN
QS5SIOLO_RAT

Prim.cons.

RMY1 HUMAN
QSI0LO_RAT

Prim.cons.

10 20 30 40 50 60

| | 1 | 1 |
MELFWLLFTIGFCWAQYSSNTQQGRTSIVHELFENRWVDIALECERYLAPKGFGGVQVSPP
MEFFLLLSLIGLCWAQYDPHTFYGRSSIVHLFENRWVDIAKECERYLAPNGFGGVQVSPP

ME2F2LL22IG2CWAQY222T22GR2ZSIVHLFENRNVDIAZECERYLAPZGFGGVQVSEP

T0 80 a0 100 110 120

| | | | I |

NENVATHNPFRPWWERYQPVSYRLCTRSGNEDE FRNMVTRCNNVGVRIYVDAVINHMCGH
HENIVVNSPFRPWWERYQPISYRICSRSGNEDEFRDMVNRCHNNVGVRIYVDAVINHMCG

NEN22222PFRPWWERYQP2 SYK2C2RSGNEDEFR2ZMVZRCNNVGVRIYVDAVINHMCG2

130 140 150 160 170 180

| | | | I |
AVSAGTSSTCGSYFNPGSRDFPAVPYSGWDFNDGRCKT GSGDIENYNDATQVRDCRLSG:

GAEAGQS STCGSYFNPNNRDFPGVPYSGFDFNDGECKT GSGGIENYNDARQVRDCRLSGL

222RG255TCGSYFNP22RDFP2VPYSG2DFNDGECET GSG2Z IENYNDAZQVRDCRLSGL

130 200 210 220 230 240

| | | | I |
LDLALGKDYVRSKIAEYMNHLIDIGVAGFRIDASKHMWPGDIKAILDKLHNLNSHWFFEG
LDLALERDYVRTEVADYMNHLIDIGVAGFRLDASKHMWPGDIKAVLDELHNLNTEWFSEG

LDLALZEDYVRZKZAZ2YMNHLIDIGVAGFR2Z DASKHMWPGDIKAZ LDEKLHNLNZ 2WF2EG

250 260 270 280 230 300

| | | | I |
SKPFIYQEVIDLGGEPIKSSDYFGNGRVIE FKYGARLGTVIREWNGEFMSYLENWGEGWG
SEPFIYQEVIDLGGEAVSSNEYFGNGRVIE FEKYGAKLGEVLREWDGEFMAYLENWGEGNG

SEPFIYQEVIDLGGEZ222522YFGNGRVIEFEYGAKLG2ZV2ZREW2Z GEFM2 YLENWGEGWG

310 320 330 340 350 360

| | | | I |
FMPSDRALVFVDNHDNQRGHGAGGASILTFWDARLYEMAVGFMLAHPYGFTRVMSSYRWE
FMPSDRALVFVDNHDNQRGHGAGGSSILTFWDARLYEMAVGFMLAHPYGFTRVMSSFHWE

FMPSDRALVFVDNHDNQRGHGAGGZ SILTFWDARLYFMAVGFMLAHPYGFTRVHS52 2WP

370 380 380 400 410 420

| I I | I I
RYFENGEKDVNDWVGPPNDNGVIEEVI INPDTTCGNDWVCEHRWRQIRNMVNFRNVVDGOP
RYFENGEDVNDWVGPPNNNGATEEVI INSDSTCGNDWVCEERWRQIRNMVAFRENVVHNGOP

RERARERRRARRRARRR DR RRARAREE R RRRRARRARRARRRRRRRR RARAR  RRR

RYFENGEDVNDWVGPPNZNG2TEEVTINZ D2 TCGNDWVCEHRWRQIRNMVZ FRNVV2 GQP

430 440 450 460 470 480

| | | | I |
FINWYDNGSNQVAFGRGNRGFIVFNNDDWI FSLT LOTGLPAGTYCDVISGDEINGHNCTGI
FANWWDNGSNQVAFGRGNEGF IVFNNDDWDLSTTLOTGLPAGTYCDVISGDEVDGNCTGI

F2NW2DNGENGVAFGRGN2GFIVFNNDDW2 252 TLOTGLPAGTYCDVISGDE2 2GNCTGI

480 500 510

| | |
EIYVSDDGKAHFSISNSAEDPFIATHAESKL
EVYVGSDGHAYFSISNSAEDPFIATHVESKI

K2YV22DG2A2FSISNSAEDPFIATHZESKZ

Alignment data :

Alignment length - 511

I[dentity (*): 43545 §5.13 %
Strongly similar (1) 4245 §.22 %
Wealdy similar (): 2245 451 %
Different : 1245 2.35 %

Sequence 0001
Sequence 0002

cAMY1 HUMAN ( 311 residues).
cQAI0L0O_RAT ( 511 residues).

Figure 3. Human salivary alpha-amylase and rat alpha-amylase identity analysis

by ClustalW. The (*) indicates identity between both proteins.

49



750

600

450

300

Z | wem®

150

750

Figure 4. Nyquist diagram for EIS measurements in 5 mmol.L*
KsFe(CN)s/K4Fe(CN)s containing 0.1 mol.L™ KCI solution recorded from graphite
electrode modified with: poly(3-HPA) (4); poly(3-HPA)/anti-HSAf (o) and poly(3-
HPA)/ anti-HSAf-HSAf (0). Eap = +0.24 V; Amplitude = 10 mV; frequency range
(100KHz to 10 Hz). The continuous lines represent the fitting to the equivalent

circuit. Inset: amplification of high frequencies region.
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Rct2 Rct1

Figure 5. Equivalent electrical circuit used to fit the experimental impedance data.
Rs: the resistance of the solution, R¢: charge transfer resistances, Q: capacitance;

W: Warburg impedance.

o1



Table 2. The fitting values of the equivalent circuit elements.

poly(3-HPA) Poly(3-HPA)/Ab poly(3-HPA)/Ab-Ag
Rs / (Wcm?) 4.95 5.00 3.08
Q:/(mFcm?) 0.18 0.21 0.22
M 0.81 0.79 0.80
Rea/ (Wem?) 86.7 144.9 253.6
W / (Wem? s%2) 0.01650 0.00786 0.00766

Qz/ (mFcm?) 11.10 31.54 35.90
No 0.72 1.00 1.00
Ret2 / (Wem?) 2427 566 1345

c? 9.98 x 10°® 2.11x 10 7.39x10°

Q is the capacitance, ni, n; is the phase angle displacement, W is the Warburg

impedance and R is the resistance of charge transfer.
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Figure 6. Nyquist diagram from EIS obtained in 5 mmol.L™* KsFe(CN)s/KsFe(CN)s
containing 0.1 mol.L™* KCI solution recorded from poly(3-HPA)/antibody (A), and
poly(3-HPA)/antibody-lysozyme (c¢). Eap = +0.24 V, amplitude = 10 mV,
frequency range (100KHz to 10 Hz). The continuous lines represent the fitting to

the equivalent circuit. Inset: amplification of high frequencies region.
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