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RESUMO

BENDO, L. Estudo da imobilizacdo do receptor tireoidiano humano TRB1 em
filmes finos nanoestruturados e aplicacdes em deteccio de hormonios tireoidianos.
2010. 113 p. Dissertacdo (mestrado) — Ciéncia e Engenharia de Materiais, Instituto de
Fisica, Universidade de Sdao Paulo, Sao Paulo, 2010.

A manipulagdo de materiais em escala nanométrica representa uma das
fronteiras em nanociéncia e nanotecnologia, devido a possibilidade de controle de
propriedades especificas do material. No caso de materiais bioldgicos, em particular, a
manipulagdo e imobilizacdo na forma de filmes ou camadas ultrafinas ¢ crucial para seu
emprego em dispositivos biotecnologicos. Neste trabalho, objetivou-se o estudo de
detec¢do de diferentes hormdnios tireoidianos (HTs) e andlogos a partir da imobilizag¢ao
da regidao LBD do receptor de hormdnio tireoidiano humano TRB1 em um eletrodo
interdigitado, para o desenvolvimento de um biossensor capacitivo. Este sistema
consiste em um arranjo estrutural na forma de filme fino capaz de distinguir a interagao
especifica receptor-ligante de outras interagdes possivelmente interferentes, visando a
quantificagdo dos niveis de HTs. Para isto, a técnica de SAMs (Self-Assembled
Monolayers) foi empregada, por permitir um alto controle da espessura e ordenamento
molecular dos filmes, assim como a preservagdo das atividades das biomoléculas.
Andlises espectroscopicas e morfologicas foram realizadas para o estudo de adsor¢do
das biomoléculas no filme. As interagdes especificas receptor-ligante foram avaliadas
por meio de respostas elétricas (impedancia) do biossensor contendo o TRB1-LBD
imobilizado em um filme organico ultrafino, ¢ também por SPR (Surface Plasmon
Resonance). Os resultados mostraram a capacidade dos eletrodos contendo TR1-LBD
de detectar e diferenciar entre diferentes HTs em concentragdes da ordem de nM,
compativel com niveis fisiologicos, evidenciando o grande potencial de aplicacdo para
este sistema no diagnoéstico e tratamento de disfungdes tireoidianas.

Palavras-chave: Hormonios tireoidianos. Receptor nuclear tireoidiano humano.
Imobilizagdo. Biossensor. Nanomedicina.






ABSTRACT

BENDO, L. Immobilization and Sensing Ability of Human Thyroid Nuclear
Receptor in Nanostructured Thinf Films. 2010. 113 p. Dissertacdo (mestrado) —
Ciéncia e Engenharia de Materiais, Instituto de Fisica, Universidade de Sao Paulo, Sao
Paulo, 2010.

Manipulation of materials at the nanoscale represents one of the frontiers in
nanoscience and nanotechnology, mainly due to the possibility of specific controlling,
improved properties, not observed if conventional “bulk” processing is applied. For
biomolecules, in particular, processing via immobilization in the form of nanostructured
films has allowed their use in biotechnological applications and devices. In this master
dissertation, we aimed at investigating the immobilization of the LBD domain of human
thyroid hormone receptor TRP1 on interdigitated electrodes, to be used as capacitive
biosensors for thyroid hormones (THs) and analogues detection. The nuclear receptors
were immobilized via SAMs (Self-Assembled Monolayers), since this technique allows
a high control of molecular order and thickness of the films, as well as the preservation
of biological activities. Spectroscopic and morphological analyses were performed to
investigate the adsorption of biomolecules on the nanostructured film. The interactions
between receptor - ligand were also evaluated by means of electrical response
(impedance) and SPR (Surface Plasmon Resonance). The bioelectrodes containing
immobilized TRB1 were capable of detecting and distinguishing among different HTs,
including T3, T4, TRIAC and GC-1 at concentrations down to nM, compatible with
physiological levels. The latter results point to the possibility of applications of the
bioelectrodes in the diagnosis and treatment of thyroid dysfunctions.

Keywords: Thyroid hormones. Human thyroid nuclear receptor. Protein immobilization.
Biosensor. Nanomedicine.
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1 INTRODUCAO

A habilidade de reconhecimento de substancias bioldgicas em organismos ¢ muito
ampla. Com o uso de biorreceptores desenvolvidos a partir de organismos ou receptores
bioldgicos, pesquisadores podem desenvolver novos meios de andlises quimicas de alta
seletividade para o reconhecimento de sistemas bioldgicos'. Estes elementos de
biorreconhecimento combinados com diferentes métodos de transducdo auxiliam no
desenvolvimento nas areas e tecnologias relacionadas as bioanalises, como os biossensores.

Os biossensores podem ser definidos, de maneira geral, como dispositivos constituidos
de um sistema de reconhecimento bioldgico, frequentemente chamado de biorreceptor, e um
transdutor”. O biorreceptor ¢ uma camada constituida de espécies moleculares bioldgicas que
utilizam um mecanismo bioquimico para reconhecimento. Esta camada atua de acordo com
interacdes antigeno-anticorpo, interagcdes de 4acidos nucléicos, interagcdes enzimaticas, ou
aquelas entre uma molécula—alvo e seu receptor, como ¢ o caso dos hormonios tireoidianos
(HTs) e seu receptor nuclear especifico (TR).

Os hormonios tireoidianos sdo as moléculas-alvo para os TRs e exercem importante
influéncia no sistema fisiologico humano®*. Em doses fisiologicas normais, os HTs sdo
reguladores da temperatura corporal e atuam no crescimento, diferenciacdo e maturagdo dos
tecidos. Agem como reguladores do metabolismo de carboidratos e gorduras, diminuindo a
acdo da insulina e acelerando a sua degradacdo e, no caso dos lipideos, promovendo a
degradagdo do colesterol em 4acidos biliares. Porém, quando em excesso, os HTs podem
elevar a concentracdo de glicose sanguinea, aumentar o consumo de oxigénio, diminuindo o
rendimento energético, aumentar o catabolismo das proteinas e das gorduras, produzir
desmineralizagdo 6ssea ¢ influenciar nas taxas de batimentos cardiacos.

Disfungdes tireoidianas sdo doencas enddcrinas muito comuns, € recursos
consideraveis sdo destinados para monitorar e diagnosticar os seus tratamentos. Dentre as
doengas tireoidianas mais comuns pode-se citar hipotireoidismo, hipertireoidismo, ndédulos
tireoidianos, bocio, cancer, tireoidite, entre outras. O monitoramento dos niveis de HTs ¢
realizado pela deteccdo destes em ensaios laboratoriais. Geralmente sdo utilizados
radioimunoensaios™® para medir os niveis hormonais em analises clinicas, mas existem
também outros estudos na literatura onde os métodos sdo baseados em fluorescéncia’ e

. . S 8
ensaios de sensoriamento amperometrlco .
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Neste trabalho de mestrado, foi investigado o processo de imobilizagdo do receptor
tireoidiano humano para atuar como o biorreceptor de diferentes horménios e analogos, dentre
eles T3, T4, e os andlogos TRIAC e GC-1. A camada biorreceptora estudada ¢ constituida da
regido de dominio de ligagdo ao ligante (LBD, Ligand Binding Domain) da isoforma B1 do
receptor hormonal tireoidiano humano (TRB1) imobilizada pela a técnica de monocamadas
auto-organizadas (SAMs, Self-Assembled Monolayers). Este estudo de biossensoriamento ¢
inédito na literatura, onde a camada biorreceptora ¢ ancorada em um substrato previamente
funcionalizado com moléculas de silano e tiol. O substrato consiste de um eletrodo
interdigitado contendo trilhas de ouro, que age como um capacitor em um ensaio de
impedancia elétrica. Esta arquitetura ¢ inovadora e permite a deteccdo de hormonios
tireoidianos e analogos, pela andlise das curvas de capacitancia resultantes da interacdo
receptor-ligante. Além disso, a transducdo ¢ realizada através de medidas capacitivas,

resultando em uma anélise de alta sensibilidade e seletividade.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver um biossensor capacitivo baseado em afinidade para a detecgdo de

hormonios tireoidianos.

2.2 Objetivos especificos

- Investigar o processo de imobiliza¢do da regido LBD do receptor humano tireoidiano
TRB1;

- Analisar a interacao especifica entre TRB1-LBD e diferentes hormdnios tireoidianos,
como T3, T4 e os andlogos TRIAC e GC-1;

- Avaliar a reposta receptor-ligante por meio de medidas de impedancia elétrica com o
uso de um eletrodo interdigitado;

- Averiguar a resposta de deteccdo e diferenciagcdo entre os hormonios com o uso da
ferramenta estatistica de Analise das Componentes Principais (PCA, Principal Component

Analysis).
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Biossensores

A imobilizacdo de biomoléculas em filmes ultrafinos nanoestruturados pode ser
empregada para a construcdo de biossensores que, por sua vez, possibilitam grandes avancos
nas dreas bioldgicas, alimenticias, médicas e na agricultura, devido a capacidade de
caracterizagdo e quantificagdo de analitos especificos. A forga diretriz para o desenvolvimento
de biossensores surgiu do crescente interesse na miniaturizagdo, particularmente para
aplicacdo em diagndsticos.

Um biossensor ¢ um tipo particular de sensor quimico que utiliza propriedades de
reconhecimento de componentes bioldégicos em uma camada sensorial imobilizada sobre um
transdutor’. O sistema de reconhecimento é frequentemente chamado de biorreceptor’, que é
uma camada constituida de espécies moleculares bioldgicas, como antigenos, anticorpos,
acidos nucléicos, enzimas, entre outras, que utilizam um mecanismo bioquimico para
reconhecimento.

Existem varios tipos de biossensores baseados nas caracteristicas acima citadas. De
acordo com a ITUPAC' (International Union of Pure and Apllied Chemistry), um biossensor
(eletroquimico) ¢ um dispositivo integrado capaz de fornecer informagdes analiticas
quantitativas ou semiquantitativas especificas utilizando um elemento de reconhecimento
bioldgico (receptor bioquimico) o qual ¢ retido fisicamente em contato direto com o elemento
de transdugdo eletroquimica. A interacao do analito com o biorreceptor gera um efeito que
sera captado pelo transdutor, o qual converte este efeito em uma informagdo mensuravel,
como um sinal elétrico ou optico. A transducdo do efeito obtido por estas interagdes pode ser
realizada através de medidas opticas (luminescéncia, absor¢do, ressonancia de plasma de
superficie, etc), medidas eletroquimicas, medidas de massa, medidas de capacitancia, entre
outras.

O atrativo dos sensores baseados na afinidade entre biomoléculas a partir dos tipos de
transdugdo previamente citados estd na determinacdo direta do analito. Porém, um dos
problemas associados a afinidade destes biossensores consiste em ligacdes nao especificas,

pois ha dificuldade em atribuir os sinais medidos de interagdes especificas e ndo especificas.
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Deste modo, o transdutor deve ser sensivel as mudancas conformacionais do sitio de ligagao
do receptor ou as mudangas de carga que ocorrem em torno deste. Para isso, ¢ importante que
a superficie do transdutor contenha uma camada biorreceptora capaz de reduzir os efeitos de
ligacdes ndo especificas.

O maior desafio na constru¢do de um biossensor ¢ assegurar que a camada quimica
seletiva gere um sinal com boa intensidade, quando da interagao com o analito de interesse, €
que nenhum sinal seja gerado devido a outras interagdes ou condigdes ndo-especificas’.
Moléculas biologicas tém sido empregadas com sucesso em camadas seletivas,
particularmente proteinas como anticorpos, enzimas, lectinas e receptores moleculares. Em
organismos vivos, estas proteinas ligam-se quimicamente em ambientes internos € externos,
resultando na producdo de varios sinais quimicos. Estes sinais quimicos podem ser
convertidos para sinais eletronicos, altamente apropriados para uso em biossensores.

Os biossensores podem ser classificados de acordo com o mecanismo de interacio
especifica, incluindo: bioafinidade, cataliticos ou enzimaticos, membrana, e sensores de

r 11 o 1y . ;. e
células ', mesmo que frequentemente os dois Ultimos atuem por principios cataliticos ou de

afinidade.

3.1.1 Biossensores enzimaticos

Os biossensores enzimaticos utilizam a bioespecificidade de uma reagdo enzimatica
ocorrendo proxima a um eletrodo, que gera sinais de corrente elétrica ou de diferenga de
potencial, para analises quantitativas. Por exemplo, a oxidacao da glicose produz peroxido de
hidrogénio, o qual, por sua vez, gera elétrons através de sua oxidagdo pelo eletrodo. A
intensidade de corrente ¢ usada como medida da quantidade de glicose na amostra'®.

As enzimas sdo catalisadoras, moléculas especializadas em acelerar a velocidade de
uma reagio sem, no entanto, participar dela como reagente ou produto". Estas biomoléculas
atuam ainda como reguladoras de conjuntos complexos de reacdes, sendo consideradas as
unidades fundamentais do metabolismo celular. A atividade catalitica fornecida pelas enzimas
permite a obtencdo de limites de deteccdo muito baixos em relacdo a outras técnicas de
interagdo mais comuns. Esta atividade depende da integridade conformacional da proteina

.1
nativa’.
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Basicamente, todos os sensores enzimdticos trabalham a partir da imobilizacdo de
enzimas sobre um transdutor. Existem diversas formas de imobilizar destas moléculas em
substratos para a detec¢do de espécies biologicas de interesse, promovendo a conversdo de
interagdes ou reagdes quimicas em sinais mensuraveis. Otimizagdes de sensores in vitro para
glicose e outros analitos como a lactose, a qual ¢ de interesse em fluidos corporais e na area
alimenticia, sdo baseadas principalmente em novas técnicas de imobilizagdo que permitem
uma transferéncia eletronica direta para o eletrodo’'"'*!.

Enzimas podem ser imobilizadas juntamente com nanoparticulas de ouro (AuNPs)
devido as atrativas propriedades fisico-quimicas destas ultimas, com o intuito de monitorar
alguma reacdo de interesse. Em um trabalho de Dong e colaboradores (2010)'°, um biossensor
para a detec¢do de compostos fenolicos foi desenvolvido baseado no método de supressdo de
luminescéncia de nanoparticulas hibridas. Estas nanoparticulas hibridas sdo resultado de uma
reacdo enzimatica entre nanoparticulas de ouro contendo N-acetil-L-cisteina e tirosinase.
Desta forma, a supressdo de luminescéncia dos compostos intermediarios produzidos nesta
reacdo de oxidagdo catalitica enzimatica, as quinonas, ¢ avaliada fornecendo um gréfico de
emissao relativa versus concentragdo de quinona.

Como aplicagdo no auxilio de diagndstico, e consequente tratamento de doengas, o uso
de enzimas ¢ amplamente explorado pela comunidade cientifica, como o estudo reportado por
Omole e colaboradores (2009)'7. Estes autores desenvolveram um imunossensor
eletroquimico para o monitoramento de biomarcadores de dor, dentre os quais ciclo-oxigenase
2 (COX-2), que participa dos processos inflamatorios, indicativos de disfungdes no
organismo. Para isso, anticorpos de COX-2 foram imobilizados junto a um eletrodo
previamente funcionalizado e medidas amperométricas foram coletadas com detec¢cdo das
enzimas COX-2. Este biossensor enzimatico oferece o suporte para acompanhar
patofisiologias de dor, inflamagdo e proliferagdo de células nos processos relacionados ao
cancer.

Em um estudo de Lin e colaboradores (2007)"° um biossensor amperométrico
enzimatico foi desenvolvido com o intuito de monitorar a detecgdo seletiva de glicose a partir
da interagdo de nanotubos de carbono (CNTs) funcionalizados. Os CNTs foram
funcionalizados com enzimas glicose oxidase e depositados sobre um substrato para atuar
como o eletrodo de trabalho, em uma célula eletroquimica, juntamente com o eletrodo de
referéncia prata/cloreto de prata (Ag/AgCl) e o eletrodo auxiliar de platina. Neste sistema,
injecdes de solucdo de glicose contendo alguns interferentes comuns (acetaminofeno e acidos

urico e ascorbico) foram adicionados ao sistema para avaliar os niveis de glicose detectados
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da interagao especifica com os CNTs funcionalizados. O biossensor propiciou picos catodicos
e anodicos bem definidos para o analito, neste caso, glicose, identificando-o dentre os demais
interferentes.

A importancia de sensores de glicose, em virtude do diagndstico de diabetes, continua
direcionando em grande escala a confeccdo destes biossensores baseados em glicose oxidase
em um sensor eletroquimico. Sensores implantaveis estdo sendo estudados para uso clinico,

. ~ NIt
baseados em eletrodos movidos a reacdes enzimaticas .

3.1.2 Biossensores de membrana

Membranas baseadas em fosfolipidios sdo usadas como matrizes onde moléculas
receptoras naturais podem ser reconstituidas. Sistemas analiticos desta natureza podem ser
uteis para a agricultura, meio ambiente e analises clinicas.

Em uma solucdo aquosa, fosfolipidios auto-organizados formam uma membrana
bicamada lipidica esférica, que contém uma cavidade aquosa, produzindo uma estrutura
conhecida como lipossomo. Moléculas fosfolipidicas sdo constituidas de um grupo polar
terminal com cadeia hidrofobica, a qual ¢ composta por duas cadeias hidrocarbonicas. A
formagdo de lipossomos, assim como de micelas, ¢ energeticamente favoravel e tende a
formar associa¢des com a por¢ao hidrofobica de moléculas, a fim de reduzir a interagdo com
0 meio aquoso'®.

A incorporagao de moléculas em lipossomos ¢ capaz de originar um sistema de
reconhecimento biologico™'”. Os lipossomos possuem duas formas distintas que podem ser
alteradas quimicamente: a membrana bicamada e a cavidade aquosa interior. Componentes
hidrofébicos e anfipaticos podem ser inseridos junto a estrutura de bicamada ou imobilizados
sobre a superficie. A cavidade aquosa interior pode ser usada para a entrada e transporte de
moléculas soluveis em agua, as quais podem ter detecgdo direta, ou serem liberadas apds o
rompimento do lipossomo.

Em estudos de Movileanu e colaboradores (2000)*°, um tipo de biossensor
membranico foi desenvolvido para detec¢ao de proteinas em solugdo com concentragdes da
ordem de nanomolar. Estes autores desenvolveram uma estrutura protéica na qual uma cadeia

polimérica funcionalizada simples foi anexada a um sitio definido. Este foi alocado dentro da
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cavidade central de um poro transmembranico auto-organizado de subunidades de o-
hemolisina (aHL), uma toxina secretada por Staphylococcus aureus. Esta toxina origina poros
heptaméricos com formato de cogumelo nas bicamadas lipidicas. Uma cadeia polimérica
simples de poli(etileno glicol) (PEG) foi previamente biotinilada em sua extremidade dentro
do limen do poro de aHL. Medidas de corrente elétrica passando através do poro permitiram
o monitoramento da dindmica estrutural da cadeia polimérica. Assim, puderam ser capazes de
detectar o aparecimento da biotina em ambos os lados da membrana, cis e frans, durante um
simples experimento de captura distinta de estreptavidina, conforme mostrado na Figura 1. A
frequéncia e a natureza do evento de captura foram usadas para identificar e quantificar

proteinas em solugao.

Figura 1-. Modelo de interagdo entre o poro aHL e a cadeia de PEG modificada, e estreptavidina nos
lados cis e trans da bicamada lipidica. Figura adaptada de Movileanu e colaboradores
(2000)™.

Membranas oriundas de bicamadas lipidicas foram utilizadas para a detec¢ao da toxina
produzida pela bactéria causadora de colera, CT (Cholera Toxin). Este estudo foi realizado

por Phillips e Cheng (2005)*', os quais utilizaram as membranas de bicamadas lipidicas
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tratadas com fosfatidilcolina como o suporte para moléculas receptoras de CT. Com o auxilio
de um dispositivo de poli(dimetilsiloxano) baseado em microfluidica puderam realizar um
imunoensaio para a obtencdo de CT a baixos limites de detec¢ao. As moléculas receptoras da
toxina CT foram anexadas a bicamada lipidica, as quais serviam de suporte para a captura das
moléculas de CT na membrana, ocasionando a varia¢ao na intensidade de fluorescéncia.

O biossensoriamento de moléculas de DNA também tem sido amplamente estudado.
Zhou e colaboradores (2008)* desenvolveram um biossensor para detectar DNA
incorporando moléculas de oligonucleotideos junto a superficie de membranas de bicamadas
lipidicas. Os dados foram confirmados por medidas de voltametria linear de varredura e
espectroscopia na regido de infravermelho com transformada de Fourier.

Atualmente j& se podem obter membranas com longo tempo de estabilidade, de acordo
com as metodologias aplicadas. No ultimo exemplo, as membranas formadas de acordo com o
método de Zhou e colaboradores (2008)** apresentaram estabilidade por até 24 h, sem

propensdo a romperem-se por choques mecanicos ou elétricos.

3.1.3 Biossensores baseados em células

Biossensores baseados em células utilizam as respostas fisiologicas de células vivas
para detectar a atividade de espécies biologicas. Como detectores, estes biossensores
exploram a sensibilidade envolvida nos diferentes sistemas bioldgicos a partir de uma ampla
gama de estimulos bioquimicos. Receptores, enzimas e outras espécies que podem ser
sensiveis a um analito sdo mantidas em um modo fisioldgico pelo ambiente celular nativo.

Os biossensores baseados em células possuem aplicabilidade nas areas que requerem
analise funcional de espécies desconhecidas, como no monitoramento do ambiente de
interesse, poluentes, ou mesmo descoberta de novas drogas. Neste tipo de biossensor, muitos
sdo os métodos de detec¢do resultantes da transdug@o dos sinais sensoriais de células, os quais
incluem medidas de fluorescéncia celular, metabolismo, medidas Opticas e elétricas. Na area
alimenticia j& existem inimeros trabalhos relacionados ao biossensoriamento baseados em
diferentes métodos, buscando a detec¢do de agentes toxicos. Por exemplo, residuos de
micotoxina estrogénica foram detectados por meio de bioluminescéncia, em um biossensor

baseado em um modelo de célula eucaridtica®. Neste trabalho, o objetivo foi a detecgio do
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analito micotoxina em amostras de leite, onde a contamina¢ao de humanos ¢ animais com esta
toxina pode gerar problemas de satide como intoxica¢ao, imunossupressao € aumento no risco
de cancer.

A fim de avaliar e diagnosticar células cancerigenas epiteliais orais, El-Sayed; Huang
e El-Sayed (2005)** utilizaram técnicas de espalhamento e espectroscopicas de SPR como
biossensoriamento molecular. Para isso, investigaram a a¢ao de coldides de nanoparticulas de
ouro conjugadas com anticorpos monoclonais do receptor do fator de crescimento epitelial
(anti-EGFR) em meios de cultura celular, os quais continham uma linhagem de células
epiteliais ndo-malignas e duas diferentes linhagens de células epiteliais orais malignas. Com
base nos resultados, os autores puderam averiguar que as nanoparticulas conjugadas com o
anticorpo anti-EGFR ligaram-se especificamente e homogeneamente a superficie das células
cancerigenas. A afinidade desta ligacdo foi superior a 600 % em relagdo as células nao-
cancerigenas, constituindo, desta forma, uma técnica potencialmente util no diagndstico de
cancer.

Solanki e colaboradores (2009)* exploraram a afinidade entre enzima e triglicerideo
para a constru¢do de um biossensor. Para isso, imobilizaram a enzima lipase via interacdes
eletrostaticas em um filme de 6xido de cério nanoestruturado fabricado sobre um substrato de
oxido de estanho-indio (ITO, Indium Tin Oxide). A resposta do biossensor foi monitorada em
diferentes concentragdes do triglicerideo tributirina usando a técnica de voltametria ciclica.
Os autores obtiveram boa linearidade e sensibilidade no método bem como baixo limite de
detecgdo. A analise cinética confirmou a afinidade do biossensor contendo lipase imobilizada
por tributirina. A afinidade explorada neste estudo de biossensoriamento ¢ de interesse para a
area médica, uma vez que disfuncdes nos niveis de triglicerideos podem acarretar em doencas

coronarias, hiperlipidemia, diabetes, entre outras.
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3.1.4 Sensores baseados em biofinidade

Os sensores baseados em bioafinidade compreendem uma ampla faixa de dispositivos,
incluindo sensores para DNA (a partir de acidos nucléicos), sensores antigeno-anticorpo,
receptor-ligante, e enzima-inibidor, os quais vém proporcionando, nas ultimas décadas, varias
aplicagdes em diagnodsticos médicos. Muitos elementos baseados em bioafinidade estdo sendo
usados na constru¢do de biossensores. Dentre eles estdo os anticorpos, receptores, materiais
biomiméticos e acidos nucléicos. A relacdo estequiométrica entre estes elementos e seus
ligantes, a area superficial finita de um transdutor, a imobilizagdo e a orientacdo espacial,
constituem fatores importantes no design e construcio deste tipo de dispositivo'’.

Em um estudo de reconhecimento molecular realizado por Yang e colaboradores
(2009)* a molécula fotossensivel meso-tetrakis(4-hidroxifenil) porfirina foi imobilizada em
um eletrodo de ouro modificado de microbalanga de cristal de quartzo (MCQ) para deteccao
de hemoglobina. Com um sistema de andlise por injecao em fluxo, FIA (Flow Injection
Analysis), estes autores puderam mostrar que o sensor de ouro contendo meso-tetrakis(4-
hidroxifenil) porfirina imobilizada exibiu sensibilidade e interagdo especifica com as
moléculas de hemoglobina.

A imobilizagdo de anticorpos pode ser realizada por meio de ligacdes covalentes,
ligagdes cruzadas (ou crosslinking), adsorcao fisica e também pelo uso de proteinas, como
proteina A ou proteina G. Nestes casos, a orientagdo randdmica dos anticorpos imobilizados ¢
limitante para que ocorra a interagdo efetiva com o antigeno desejado.

Anticorpos especificos para a proteina C reativa foram imobilizados sobre a superficie
de eletrodos interdigitados contendo trilhas de ouro®’ para a detec¢io desta proteina, que é
uma espécie bioldgica que influencia em doengas cardiovasculares e inflamagdes. Os
anticorpos foram imobilizados sobre uma SAM de tiol via ligacdes covalentes, e medidas de
impedancia elétrica foram coletadas com a imersao deste eletrodo biossensor em solucgdes a
diferentes concentragcdes do antigeno, a proteina C reativa. Os resultados de deteccao
mostraram-se dependentes das concentragdes e das frequéncias adotadas na analise elétrica.

Em comparagdo aos anticorpos, os receptores biologicos sdo consideravelmente mais
diversos em estrutura e fun¢do. Dependendo do sistema receptor desejado, estas proteinas
podem ser imobilizadas via ligacdo covalente (com um grupo quimicamente reativo na
superficie do sensor), adsor¢do fisica, ou reconstituicdo junto a uma membrana de bicamada

lipidica.
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Existem alguns trabalhos que abordam a imobilizagdo de moléculas receptoras a fim
de monitorar a interagao com determinados ligantes. Células provenientes de cancer de mama
foram monitoradas por meio de um biossensor contendo espécies receptoras especificas, em
trabalho reportado por Teker (2008)*. Este autor utilizou substratos de silicio modificados
com dois sistemas: um recoberto com nanotubos de carbono conjugados com anticorpos nao
especificos para as células cangerigenas mamarias, € outro recoberto por nanotubos de
carbono conjugados com o receptor anti-IGF1 (anticorpos para receptor de fator de
crescimento 1). Foram coletados valores de condutancia para os dois sistemas, onde aquele
que continha o receptor especifico para as células em estudo apresentou ampla variacdo de
condutancia com o tempo, enquanto para o sistema nao especifico nao foi observada variagao
consideravel. Este sistema mostrou a capacidade de detec¢do pelo dispositivo utilizado,

podendo ser aplicado para outros antigenos celulares.

3.2 Técnicas de deteccao

Os biossensores também podem ser classificados de acordo com o método de

1911 Estes métodos constituirdo as diferentes técnicas de deteccdo a

transdu¢ao empregado
serem adotadas para a obtencdo de dados referentes ao analito. As principais formas de
transducdo sdo baseadas em métodos de deteccio Optica, deteccdo eletroquimica, deteccdo de
massa e piezoelétrica, além de deteccdo termométrica e impedanciométrica. Cada método
contém subclasses, originando uma grande variedade para estudos concernentes a detec¢ao de

moléculas biologicas de interesse.

3.2.1 Técnicas opticas

A transdugdo Optica oferece o maior nimero de subcategorias em relagdo as demais
técnicas de deteccdo. Isto ocorre porque os biossensores Opticos podem ser usados por muitos
tipos de espectroscopias (absor¢ao, fluorescéncia, refracdo, Raman, etc.) com o registro de

diferentes propriedades espectroquimicas, e também usados em ressonancia de plasma de
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superficie (SPR, Surface Plasmon Resonance)'*’. Nestes sensores, a quantidade de analito é
determinada pela medida de indice de refracdo, propriedades de absorbancia e fluorescéncia
das moléculas do analito, e por outros meios de transdugdo quimico-6pticos.

As medidas de indice de refragdo sdo normalmente obtidas por meio do uso de SPR. A
ressonancia de plasma de superficie ¢ uma oscilacdo de densidade de carga que pode existir
na interface de dois meios com constantes dielétricas de sinais opostos, onde um ¢ metal e o
outro, um dielétrico. O metal a ser usado deve exibir comportamento de elétrons livres,
portanto, os mais adequados sdo prata, ouro, cobre e aluminio, dentre os quais os mais
empregados sdo 0 ouro e a prata’’.

Geralmente, um sensor de SPR ¢ compreendido por um sistema 6ptico, um meio de
transducdo que contém os dominios Opticos e bioquimicos, € um sistema eletronico que
suporta os componentes optoeletronicos do sensor, que permitem o processamento dos
dados®.

O sistema de excitacdo do plasma de superficie desenvolvido por Kretschmann® ¢ o
principio mais usado nos instrumentos de SPR” (1975 apud de Carvalho e colaboradores,
2003). A configuracdo de Kretschmann ¢ baseada no fenomeno de reflexdo interna total. Isto
ocorre quando a radiacdo que esta atravessando um meio opticamente denso (o vidro, por
exemplo) atinge uma interface entre este meio e um meio de menor densidade Optica (o ar,
por exemplo), e ¢ refletido de volta a0 meio mais denso. Embora a radiacdo incidente seja
totalmente refletida internamente, uma componente desta radiacdo, a onda ou campo
evanescente, penetra na interface do meio de menor densidade a uma distdncia de um
comprimento de onda. A reflexdo interna total desta radiacdo resulta em um fendmeno de
campo evanescente capaz de excitar as moléculas localizadas préximo a interface, por
exemplo, vidro-liquido®'.

Para esta técnica de SPR, uma fonte monocromatica e polarizada de radiagdo ¢
utilizada, e a interface entre os dois meios opticamente densos ¢ recoberta com um fino filme
metélico. Uma representacdo esquematica deste fendmeno esta ilustrada na Figura 2.

Assim, a onda evanescente desta fonte de radiacdo ¢ capaz de interagir com os elétrons

livres que oscilam no filme metélico a um angulo especifico de incidéncia.

" KRETSCHMANN, E.; KROGER, E. Reflection and transmission of light by a rough surface, including results
for surface-plasmon effects. Journal of the Optical Society of America, v. 65, p. 150-154, 1975.
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Figura 2. Representagdo esquematica do funcionamento de um tipico instrumento de SPR. Uma
laminade vidro recoberta com ouro ou prata ¢ acoplada sob um prisma, através do qual um
feixe convergente de radiacdo ¢ focado abaixo do filme de ouro/prata (Au/Ag), ¢ entdo
refletido para o arranjo de detecgdo. Solugdes de analito sdo conduzidas através da célula de
fluxo a temperatura e velocidade previamente definidas. A superficie do filme de Au/Ag
pode ser funcionalizada a fim de apresentar uma variedade de superficies de sensor para
analises especificas, conforme exemplificado na Figura 6. Adaptado de Green e
colaboradores (2000)°".

Esta interacdo com o filme metalico gera perda de energia da radiagdo incidente,
resultando na reducdo da intensidade da radiagdo refletida, a qual pode ser detectada por um

arranjo bidimensional de fotodiodos.

3.2.2 Técnicas eletroquimicas

Os sistemas eletroquimicos representam os dispositivos mais antigos € melhor
conhecidos em aplicagcdes sensoriais, € compreendem técnicas como amperometria,
condutimetria, potenciometria, entre outras. Um tipico biossensor eletroquimico consiste de
um eletrodo contendo uma espécie seletiva, que podem ser anticorpos, enzimas, receptores
biologicos, DNA, entre outros. Estas espécies representam a interface para um dispositivo
capaz de receber os sinais biologicos e converté-los em unidades de medidas, como um

eletrodo i6nico seletivo, ou um eletrodo de platina.
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Reacdes catalisadas por enzimas, por exemplo'’, que resultam em uma alteracio de
concentracdo de didxido de carbono ou em wuma espécie i0Onica, podem ser
potenciometricamente determinadas. A formacdo catalitica de produtos eletroquimicamente
ativos, como peroxido de hidrogénio (H»0,) e fendis, pode ser medida amperometricamente.

Concentragdes de  espécies  quimicas também  podem  ser  obtidas
cronoamperometricamente. Neste caso, a corrente que flui através do eletrodo de trabalho
pode ser determinada como fungdo do tempo em um potencial constante’>. A equagdo de
Cottrell, Equacdo 1, onde o fluxo de corrente ¢ correlacionado com a variacdo de
concentragdo das espécies oxidadas ou reduzidas na superficie do eletrodo de trabalho,

permite o estudo deste tipo de sistema:

C _HFA@X

wt Dt J;
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(1)

onde: i ¢ a corrente no tempo ¢, n ¢ o numero de elétrons, F ¢ a constante de Faraday, 4 ¢ a
area do eletrodo, C ¢ a concentragdo das espécies oxidadas e D € o coeficiente de difusdo das
espécies oxidadas.

Alguns cuidados devem ser tomados no emprego destas técnicas de deteccdo
eletroquimicas, pois podem apresentar susceptibilidade a ruido elétrico, necessidade de
eletrodos de referéncia estaveis, adsor¢cdo ndo-seletiva, e oclusao da superficie,
comprometendo a atividade superficial do sensor. Além disso, sdo bastante sensiveis a

alteracdes na forga iOnica, temperatura e pH.

3.2.3 Técnicas massa-sensiveis e piezoelétricas

Os dispositivos piezoelétricos sdo geralmente baseados em cortes especiais de cristal
de quartzo, os quais podem oscilar mecanicamente quando submetidos a um potencial elétrico

alternado. A oscilagdo mecanica do cristal (usualmente na ordem de MHz) pode ser muito
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homogénea, e pode ser perturbada por mudancas mininas de massa ou de microviscosidade
causadas pelas reagdes de ligacdes seletivas na superficie do cristal. Mudancgas de frequéncia
menores que 1 Hz podem algumas vezes apresentar reprodutibilidade na medida, fornecendo
uma sensibilidade na ordem de nanogramas em relagdo a superficie do dispositivo''. A
microbalanga de cristal de quartzo (MCQ) opera segundo este principio.

Em aplicagdes eletroquimicas, o cristal de quartzo ¢ recoberto com uma camada de
ouro em forma de disco, em ambos os lados do cristal. Um dos lados fica exposto a solugao
na célula eletroquimica, enquanto o outro lado fica exposto ao ar. Dados voltamétricos sdo
colhidos utilizando o disco recoberto com ouro como eletrodo de trabalho. Deste modo, a
MCQ permite a medida simultanea de massa e de corrente neste tipo de experimento.

A MCAQ utiliza as qualidades piezoelétricas do cristal de quartzo para medir mudangas
de massa resultantes da interacdo com a superficie do cristal. Estas mudangas geram uma
variagdo de frequéncia (Af) no sistema, ¢ podem ser relacionadas com a variagdo de massa
(Am), assumindo-se que esta esteja fina, uniforme e rigidamente aderida a superficie do

cristal. A equagdo de Sauerbrey, Equacdo 2, expressa a relagdo entre Af e Am:

—2Amf§ 2f2 Am

Af= 22T _
! AyPetg  APaFq @)

onde Af ¢ a variagdo de frequéncia de ressonancia no cristal de quartzo, em Hz, 4 é a area
geométrica piezoeletricamente ativa dada em cm?, f) ¢ a frequéncia fundamental do cristal,
Am ¢ a variacdo de massa ocasionada pela ressonancia do cristal, p, é a densidade do cristal de
quartzo (2,648 g.cm™) e u, é o moédulo de cisalhamento do cristal de quartzo (2,95 x 10"
g.om! g2

A deteccdo massa-sensivel por MCQ possibilita novas aplicagdes no campo de
diagnoéstico médico, com o uso de sistemas bioldgicos antigeno-anticorpo, enzima-inibidor e
receptor-ligante. O uso desta técnica oferece vantagens por ndo requerer solugdes de analito

opticamente transparentes e, por conseguinte, podem ser usados analitos como o sangue ¢ a

urina.
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3.2.4 Técnicas termométricas

Sensoriamento  calorimétrico ou  sensoriamento termométrico  envolvendo
biocatalisadores imobilizados tém diversificado diversas areas de aplicagdes biologicas'’. Em
principio, um processo quimico ou biologico ¢ monitorado e quantificado pelas mudangas nas
caracteristicas térmicas de espécies em reacdao. Das leis fundamentais que regem as reacdes
moleculares, praticamente todas estas reagdes estdo associadas pela absor¢cdo ou liberacio de
calor. Muitas reagdes enzimaticas, por exemplo, estdo associadas com a liberacdo de calor.
Isto leva ao desenvolvimento de muitas geragdes de calorimetros capazes de monitorar
reacOoes biologicas para posteriormente serem aplicadas em estudos de imobilizagao de
biomoléculas.

Scheper e colaboradores (1991)*® utilizaram um sistema de biossensoriamento
termistor enzimatico para o monitoramento simultdneo de agucares, como glicose, lactose,
maltose e sacarose. Na Figura 3 estd ilustrado o sistema de biossensor termistor de maneira

simplificada, adaptada a figura original destes autores.
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Figura 3. Descri¢do de maneira ilustrativa de um sistema de biossensoriamento termistor enzimatico.
Figura adaptada de Scheper e colaboradores (1991)*.
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Este estudo permite avaliar caracteristicas dos processos de fermentagdo destas
moléculas, a partir da observacao da atividade enzimadtica e da variacdo de parametros como

concentragao e temperatura.

3.2.5 Os biossensores capacitivos

Os biossensores baseados em afinidade capacitivos podem ser construidos a partir de
imobilizacdo de elementos de reconhecimento em camadas ultrafinas sobre um eletrodo ou
entre dois eletrodos, onde o analito ¢ detectado a partir da medida das alteragdes nas
propriedades dielétricas do sistema quando ocorre a interagio com o antigeno’’. Estas
alteragdes também podem ser induzidas quando uma macromolécula ¢ deslocada por uma
pequena molécula de analito. Mudangas na conformagdo de proteinas sobre uma superficie,
ocasionadas apos a ligagdo ou interagao de um ligante, também podem ser detectadas por
medidas de capacitancia.

Um capacitor ¢ constituido de duas placas metdlicas paralelas separadas por uma

determinada distancia e um dielétrico, podendo ser descrito pela Equacao 3:

C=¢ggA/d 3)

Onde ¢ ¢ a constante dielétrica do meio entre as placas, g = 8,85419 pF.m’
(permissividade do vacuo), 4 ¢ a area das placas e d, a distdncia entre elas. Desta forma,
quando h4d uma mudanca nas propriedades dielétricas no material entre as placas (Figura 4-A),
também havera uma mudanga na capacitancia do sistema.

Um tipico sistema de deteccdo por medidas de capacitancia foi publicado por
Berggren e colaboradores (2001)’’, o qual foi adaptado na Figura 4. Estes autores
exemplificaram uma aplicagdo deste sistema onde Bresler ¢ colaboradores’ (1992 apud

Berggren e colaboradores, 2001) mediram bolhas de oxigénio em um eletrodo interdigitado

t Bresler, H. S.; LENKEVICH, M. J.; MURDOCK JR., J. F;NEWMAN, A. L.; ROBLIN, R. O. Application of
Capacitive Affinity Biosensor — HIV Antibody and Glucose Detection. American Chemical Society
Symposium, v. 511, n. 9, p. 89-104, 1992.
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para a obtencdo de medidas indiretas de anticorpos HIV e glicose. Neste trabalho, amostras
contendo anticorpos HIV ligaram especificamente a antigenos HIV imobilizados na superficie
do sensor e, em um segundo estagio, eram ligados a um anticorpo conjugado com catalase. O
eletrodo era entdo exposto a perdxido de hidrogénio, H,O,, o qual era convertido em oxigénio
pela acdo da catalase. A quantidade de bolhas de oxigénio era assim, uma medida da
quantidade de anticorpos HIV. Glicose foi determinada de maneira similar com o uso de

concavalina A como elemento de resposta, ou seja, camada biorreceptora.

B) Trilhas Interdigitadas

/\Trllhas terminais

Substrato J | ‘ \ \ ‘ ‘ \

% Elemento de reconhecimento em solugio

l

. Espécie biorreceptora imobilizada Contatos elétricos Suhsl:rato

Figura 4. Figura adaptada e extraida de Berggren e colaboradores (2001)*” onde (A) representagio
esquematica de um biossensor baseado em afinidade sobre um eletrodo interdigitado e (B)
Sensor de afinidade capacitivo baseado em duas placas metalicas.

Yang (2008)* avaliou um método baseado nas propriedades de espectroscopia de
impedancia elétrica (EIS, Electrical Impedance Spectroscopy) para estudar suspensoes de
células bacteriais, com o uso de microeletrodos interdigitados. Para isso, utilizou suspensdes
de células Salmonella em agua deionizada e solugdo-tampao fosfato (PBS, Phosphate Buffer
Solution) em um intervalo amplo de frequéncias. A um determinado intervalo de frequéncia,
obteve a relacdo entre a impedancia da suspensdo e a concentracdo celular, o que pdde
possibilitar uma alternativa para a quantificacdo de células bacteriais de forma simples e de
baixo custo. A Figura 5 ilustra o biossensor para células bacteriais em suspensao. Este sistema
de biossensoriamento pode auxiliar na deteccdo e quantificacdo de bactérias patogénicas

transmitidas por alimentos evitando a ocorréncia de doengas relacionadas.
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Figura 5. Diagrama esquematico para a coleta de dados espectroscopicos de impedancia elétrica de
suspensdes de células bacteriais em agua deionizada e em solugdo-tampao PBS. Figura
adaptada de Yang (2008).

Medidas de impedancia elétrica foram utilizadas para detectar e caracterizar a adesao
de dois diferentes tipos de cepas bacterianas. Bayoudh e colaboradores (2008)*° avaliaram a
caracterizagdo elétrica por meio do monitoramento da variacdo dos valores de impedancia
elétrica, em um amplo intervalo de frequéncia, antes e apds duas horas de adesdo bacteriana.
Estes autores utilizaram um substrato semicondutor de ITO em uma camara de fluxo,
podendo explicar as propriedades de interface eletrodo/bactéria/eletrélito em fungdo das
curvas de resisténcia. Uma camara de fluxo baseada em EIS combinada a um sistema
hidrodinamico proporcionou a obten¢do de medidas espectroscopicas de impedancia
eletroquimica, simultaneamente a deposicao bacteriana no substrato de ITO.

O sistema eletroquimico desenvolvido foi baseado em uma camara de fluxo de duas
placas paralelas em condi¢des hidrodinamicamente controladas, € um microscopio 6Optico,
para observagdo da cinética do processo de adesdo das bactérias em tempo real. Os autores
observaram que a magnitude da impedancia observada para os dois sistemas de bactérias
decai exponencialmente com o aumento do numero de células aderidas ao substrato. Desta
forma, puderam definir a velocidade de adesdo relativa as duas cepas de bactérias estudadas.
Verificaram também que a deteccao elétrica ¢ mais sensivel a intensidade de adesdo, quando

comparada a detecgdo Optica para este sistema.
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33 Imobilizacao de biomoléculas em biossensores

Em varias aplicagdes tecnologicas, incluindo em biossensores, hd necessidade de
imobilizacdo de biomoléculas. Em geral, as matrizes de imobilizagdo podem atuar puramente
como um suporte, ou entdo podem também ser tratadas como mediadoras do mecanismo de
um sinal de transducdo associado com o analito’. As técnicas de imobilizacdo podem ser
classificadas em imobilizagdo fisica por uma membrana inerte, adsor¢do fisica ou quimica,
ligagdo junto a um suporte funcionalizado e imobilizagdo em uma membrana “ativa”,

considerando-se a natureza das interagdes quimicas intermoleculares envolvidas.

3.3.1 Imobilizaciao de proteinas a partir de interacdes nao-covalentes

As interagdes responsaveis pela ligacdo entre as proteinas e seus ligantes ocorrem,
principalmente, por for¢as de van der Waals, as quais sdo capazes de coordenar as
conformacgdes das mesmas. Essas mudancas conformacionais ocasionam a exposi¢ao de sitios
ativos das proteinas, proporcionando a vulnerabilidade a ligacdo especifica com o ligante. As
numerosas intera¢des ndo-covalentes (hidrofobicas, adsorcdo fisica e ligacdo idnica)’ sdo
essenciais para compreender o ambiente em que a biomolécula estd inserida, pois sdo estas
forcas que ditam a conformacgdo nativa estavel das proteinas, e permitem a flexibilidade
necessaria para o exercicio da funcdo biologica dessas macromoléculas. Estas interagdes sao
necessarias para a interagdo critica dos pares complementares de bases nos acidos nucléicos,
ou para a interagido de um horménio ou fator de crescimento com seu respectivo receptor'.

Em um sistema heterogéneo, a ligacdo da proteina a um substrato ou interface pode
ocasionar mudancas conformacionais, que consequentemente, afetam a atividade dos outros
sitios da proteina. O estudo das espécies que podem originar monocamadas estaveis ¢
fundamental para a imobilizacao de proteinas de interesse.

Um fator muito importante para a imobilizacdo de proteinas em diferentes superficies
¢ o ponto isoelétrico (pl). Este ponto indica o pH caracteristico onde a macromolécula possui
carga elétrica total nula, sendo que, ao alterar este valor, um carater positivo ou negativo pode

.1 13 . ~ . . , - . ,
ser adquirido °. Portanto, a manipula¢do do pH do meio em que o sistema estd inserido podera
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proporcionar interagdes eletrostaticas eficazes entre proteina-proteina ou proteina-superficie.
E importante notar que existem numerosas exceg¢des, como outros tipos de interagdes capazes
de atuar com este mesmo proposito.

Considerando que as interagdes eletrostaticas entre proteina e superficie podem
influenciar a adsor¢do protéica, as proteinas podem ser subdivididas em dois grupos de acordo
com seu comportamento de adsorcdo eletrostatica’. Para proteinas providas de ampla
mudanga conformacional durante a adsor¢do (também denominadas “soft” proteins), forcas
ndo-eletrostaticas também contribuem significativamente na adsor¢do. Ou seja, o efeito ¢
gerado também por interagdes de van der Waals e hidrofobicas, além de mudangas entropicas
oriundas da conformagdo estrutural induzidas pela adsor¢dao. Para proteinas sem mudangas
conformacionais interfaciais (“hard” proteins), por outro lado, a adsor¢do tende a ocorrer
majoritariamente devido a interagdes eletrostaticas. Para estas proteinas, ha geralmente uma
relacdo entre interagdes eletrostaticas e hidrofobicas.

A retencao fisica em matrizes poliméricas possui ampla aplicabilidade na imobilizagao
de enzimas e células vivas por meio de liga¢des cruzadas, originando uma matriz em forma de
gel onde as espécies receptoras sdo fisicamente retidas. Um tipico material para sensores
seletivos de ions e sensores que utilizam a resposta ionica € o poli(cloreto de vinila) (PVC).
Moléculas receptoras macrociclicas sao dissolvidas em um solvente plastificante e retidas
dentro da matriz polimérica que, quando em condi¢des estdveis, constituem um método
sensitivo e seletivo para imunoensaios’.

A imobilizagdo em matrizes também pode fornecer sistemas com propriedades de
transducao. Quando se trata de membranas para biossensores amperométricos uma membrana
isolante depositada sobre eletrodo dificilmente auxiliard no transporte eletronico e na
sensibilidade do sinal. Porém, este método ainda serd apropriado se o analito e as espécies
geradas na reagdo forem permedveis na membrana. Contudo, um biossensor recoberto por
uma membrana pode imobilizar uma enzima na superficie ou no seu interior. O potencial
beneficio de um transporte de carga reforcado através da membrana foi, provavelmente, a
forca diretriz original para a investigacdao da deposi¢ao eletroquimica de polimeros condutores
como matrizes de imobilizagao.

Os primeiros estudos de imobilizacdo de glicose oxidase’ em polipirrol estimularam o
uso de outros polimeros. Estes podem ser eletrodepositados em meio aquoso, desde que a
imobilizacdo da biomolécula seja alcancada simplesmente por um aprisionamento fisico,

devido a sua presenga na solucao de polimerizagao.
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Atualmente existem varias formas de imobilizagdo empregando-se uma arquitetura de
matriz de filmes finos, como exemplificado em Green e colaboradores (2000)*'. Desta forma,
sdo originadas superficies contendo filmes ultrafinos capazes de imobilizar moléculas de
interesse por meio de matrizes de dextrana, bicamadas lipidicas, monocamadas auto-

organizadas, ou filmes poliméricos. Estes exemplos estdo ilustrados na Figura 6.

eeeeeeomeeEOeQQER@e

- 8966000080808
Matriz de Dextrana Bicamada Lipidica

POIIOTE e

Polimero depositado
por “spin coating”

o

Monocamadas Auto-Organizadas

Copolimeros adsorvidos

Figura 6. Exemplos de funcionalizag@o de superficies de substratos para a imobilizacdo de moléculas
de interesse. Dependendo da natureza do substrato podem ser produzidos filmes ultrafinos a
partir de matrizes de dextrana, bicamadas lipidicas, SAMs ou filmes poliméricos. Figura
adaptada de Green e colaboradores (2000)*".

Similarmente a outras macromoléculas, a adsor¢cao de proteinas nao depende apenas
das interacdes proteina-superficie, mas de uma combinacdo destas interagdes de proteinas,
superficie e também do solvente. Neste caso, a afinidade da proteina, seja pela superficie em
questdo, seja pelo solvente, ¢ imprescindivel. Se o intuito ¢ a adsor¢do da proteina em
determinada superficie, a afinidade por esta deve ser maior em relacdo ao solvente utilizado
no sistema; caso contrario, a proteina vai “preferir” o solvente e a adsor¢ao nao ocorrera.

Uma técnica bastante explorada na obtencdo de filmes ¢ a técnica de automontagem,
baseada na adsor¢do sequencial de espécies opostamente carregadas, resultando na formacao

. 41,42
de um filme multicamadas™

. Esta técnica permite um alto controle sobre pardmetros como
espessura e arquitetura molecular dos filmes, além disso, permite a imobilizagdo de varias

moléculas bioldgicas em conjunto com polieletrélitos convencionais, com preservagdo da
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atividade biologica. A Figura 7 ilustra trés esquemas de automontagem que podem ser

adotados em diferentes aplicagoes.
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Figura 7. Esquemas de automontagem alternada de polimeros cationicos/anidnicos: (A) lineares; (B)
polimero idnico linear com proteina de carga oposta; (C) polimero idnico linear ¢ placas de
ceramica. A e B sdo as camadas de cada carga, enquanto AB indica a bicamada que pode
ser repetida n vezes do filme. Figura extraida de Lvov e colaboradores (1996)*.

Esta técnica oferece a vantagem de baixo custo, viabilizando a produgdo de filmes
finos com simplicidade experimental, sendo uma alternativa para diferentes aplicabilidades,

de acordo com os materiais empregados.
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3.3.2 Imobiliza¢io de biomoléculas a partir de intera¢ées covalentes

Imobiliza¢do de biomoléculas em superficies solidas também pode ocorrer por meio
de ligagdes covalentes via grupos quimicos reativos (hidroxi, amino, carboxi, epdxi, tiol, entre
outros) presentes na molécula, ou sobre a superficie do substrato. Como muitos materiais nao
sdo intrinsecamente reativos, muitas técnicas para a ativagdo de substratos tém sido
desenvolvidas, como a modificagdo de superficies de vidro ou silica utilizando reagentes

oo 4344 4546
silanizados™ 1

, ativagdo da superficie de ouro com tio e ativacdo de superficies
poliméricas com agentes quimicos®. A escolha destes agentes ativadores é feita de acordo
com a camada protéica subsequente, podendo ser utilizado um agente funcionalizado para
promover uma melhor adsor¢do da proteina.

A técnica de SAM ¢ um exemplo de estratégia para imobilizacdo protéica a partir de
uma camada funcionalizada®. As SAMs constituem uma técnica geral, pois sio baseadas em
uma combinac¢ao de monocamadas de tipos substrato-agente ativador (vidro-alcano, ouro-tiol,
entre outros), agente ativador-proteina, e interagdes proteina-proteina***.

Esta técnica, ilustrada na Figura 8, oferece uma metodologia relativamente simples
para o preparo de uma plataforma funcionalizada, onde monocamadas moleculares bem
definidas e organizadas sdo depositadas pela imersdo do substrato em uma solugdo diluida
(aproximadamente, 1,0 mM) do adsorbato a temperatura ambiente.

Diversos fatores como a natureza e a rugosidade do substrato, solvente, temperatura e
concentragdo do adsorbato podem afetar a formagdo e a densidade de empacotamento das

monocamadas no filme.
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Figura 8. Monocamadas auto-organizadas sdo formadas pela simples imersio de um substrato
especifico junto a uma solugdo contendo o reagente que ira ativar a superficie deste. As
forcas que regem a formagdo espontanea destas monocamadas em forma bidimensional sdo
baseadas em ligagdes quimicas entre as moléculas contidas na solug@o e a superficie do
substrato. Além disso, interagdes intermoleculares contribuem de maneira significativa para
a estabilidade e formagio das SAMs. Figura adaptada de Ulman (1996)*.

Para a escolha das moléculas a serem utilizadas na formacao de SAMs, devem ser
considerados varios fatores, incluindo a selecdo de moléculas com grupos funcionais
distintos, os quais permitem um melhor controle na arquitetura do filme desejado.

O comprimento da cadeia ¢ outro parametro importante, pois comprimentos de cadeia
correspondentes a um numero de metilenos superior a 10 (nos casos de silanos ou
alcanotidis), podem oferecer um maior empacotamento das cadeias e, consequentemente,
maior homogeneidade da monocamada.

Um esquema ideal para a formagao de SAMs com o uso de tiois foi ilustrado por Love
e colaboradores (2005)° em um exemplo de constru¢do de monocamadas altamente
nanoestruturadas, capazes de apresentar varias propriedades de interesse, como mostrado na

Figura 9.
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Figura 9. Diagrama esquematico ideal de uma simples estrutura cristalina de SAM. As monocamadas
sdo formadas por moléculas de tidis junto a uma superficie de ouro com textura (111).
Neste esquema, adaptado de Love e colaboradores (2005), a anatomia e as caracteristicas
das SAMs foram destacadas.

As monocamadas podem ser caracterizadas por meio de métodos fisicos (dngulo de
contato e molhabilidade), métodos espectroscopicos (infravermelho e raios-X), métodos
morfologicos (microscopia eletronica de varredura, MEV, e microscopia de for¢a atomica,
AFM), entre outros. Mais especificamente, técnicas eletroquimicas como voltametria ciclica e
medidas de impedéncia®', sdo especialmente tteis para o monitoramento da qualidade da
monocamada em biossensores.

Dentre as vantagens que a técnica de SAMs oferece, podemos destacar:

e Facil ordenamento das moléculas e estabilidade das monocamadas;

e Membranas mimetizando meio celular podem ser depositadas sobre uma superficie

contendo SAM, conveniente para imobiliza¢do de biomoléculas;

e Flexibilidade na escolha do design da superficie, bem como de seu carater
hidrofébico ou hidrofilico, a partir da escolha de moléculas com diferentes grupos
terminais funcionais;

e Solu¢des diluidas sdao requeridas, ou seja, quantidades minimas de biomoléculas
s30 necessarias para o ensaio;

e Estabilidade por um periodo relativamente extenso, permitindo confiabilidade em
diversas medidas;

e Habilidade em proporcionar informagdes a nivel molecular sobre fendmenos como

adsorcao de proteinas, hibridizagdo de DNA, intera¢des antigeno-anticorpo, etc.
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Alteragdes no pH, forga idnica e temperatura podem comprometer a qualidade da
monocamada e suas propriedades, pois estes parametros podem ocasionar a perda da atividade
bioldgica da espécie de interesse.

Outro método bastante utilizado na promog¢ado de interacdo covalente proteina-proteina
¢ 0 uso de sistemas biotina — avidina™. A avidina é uma proteina muito utilizada em SAMs
para a construcao de biossensores, pois possui alta afinidade pela biotina e possui uma forma
estrutural tetramérica, com quatro sitios de ligagdo, aumentando a possibilidade de interagao

4344 , . J - . , .
. E possivel a imobilizacdo de biomoléculas como anticorpos e

com outras proteinas
receptores junto a uma superficie funcionalizada com biotina. Esta superficie constitui um
suporte para a ancoragem das macromoléculas de interesse, baseada na adsor¢ao de moléculas
biotiniladas.

Glutaraldeido também pode ser utilizado como intermediador em imobilizagdo de
biomoléculas, frequentemente atuando como formador de ligagdes cruzadas. Em um estudo
realizado por Park e Krull (2006) > em imobilizacio de DNA, glutaraldeido serviu como uma
base para a ligagdo com alguns oligobmeros do DNA, a partir da cadeia de silano com a
extremidade amino ligada ao substrato de ITO.

E importante ressaltar que ndo existe um método considerado o melhor para a
imobilizacao de proteinas, e que possa ser aplicado a todas estas espécies. Portanto, ha a

necessidade de se avaliar diferentes processos de imobilizacdo considerando-se densidade,

conformagao e fun¢do das biomoléculas.

3.4  Receptores nucleares

Receptores sdo proteinas responsaveis pela regulagdo da transcrigdo génica a partir da
ligacdo com moléculas ligantes especificas. Existem receptores do tipo transmembranicos, 0s
quais estdo localizados na superficie das células-alvo. Outro grupo de receptores esta
localizado no nucleo das células onde, por meio da regulacdo da transcricio de genes
especificos, sdo responsaveis pela realizagdo de diversas fungdes fisioldgicas no organismo.
Dentre algumas destas fungdes, podem ser citadas homeostase, reproducao, desenvolvimento

. 3 ~ . . . , .
e metabolismo”. Como estes receptores estdo localizados no interior das células, os ligantes

(moléculas sinalizadoras) devem ser moléculas pequenas e hidrofobicas o suficiente para
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difundirem através da membrana plasmadtica e alcangar a proteina no nucleo celular. Estes
receptores que recebem os sinais no interior das células sdo denominados receptores
nucleares™.

Os receptores nucleares (RNs) sdo compostos por proteinas geralmente entre 50 e 100
KDa. Estas proteinas sdo mediadoras dos efeitos pleiotrdépicos dos hormdnios lipofilicos nas
células por meio da regulagdo da transcrigdo de genes-alvo. Essas macromoléculas estdo
intimamente relacionadas a diversas disfungdes no organismo, como cancer, osteoporose €
diabetes, constituindo assim uma promissora ferramenta para o desenvolvimento de fArmacos
e novas terapias. A superfamilia de RNs inclui receptores para moléculas hidrofébicas como
hormonios esterdides (por exemplo, estrogénio e vitamina D), acidos retindicos, hormdnios
tireoidianos, 4cidos graxos e prostaglandinas.

A estrutura modular dos RNs™, ilustrada na Figura 10, compreende 5 a 6 dominios
conservados e com diferentes fungdes™™’. A regido N-terminal (dominio A/B) é altamente
variavel e contém a regido de ativacao autonoma AF-1, a qual, ao interagir com os dominios
de ligacdo ao DNA, pode ativar a transcri¢do de maneira constitutiva. Esta regido pode conter
menos de 50 a até mais de 500 aminoacidos, sua estrutura tridimensional ainda ¢
desconhecida e faltam detalhes moleculares para compreender o funcionamento desta regido.
Sua funcdo ¢ conferir especificidade a célula, ao DNA e aos promotores™".

A regido mais conservada da molécula ¢ o dominio de ligagdo ao DNA, DBD (DNA-
Binding Domain) ou dominio C, conferindo especificidade para o reconhecimento de
sequéncias-alvo de elementos responsivos a hormoénios — HREs (Hormone Response
Elements). Esta regido foi muito estudada, desde a estrutura tridimensional até suas

propriedades de dimerizagao.
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Figura 10. Dominios comuns aos RNs contendo algumas fungdes indicadas. Figura adaptada de
Robinson-Rechavi; Garcia; Laudet (2003)>. Nesta figura, a conformagio apo é aquela em
que a molécula assume antes da entrada do ligante, enquanto que apdés a ligacdo ¢
denominada holo.

Entre os dominios de ligagdo ao DNA e o de ligacdo ao ligante estd o dominio D,
conhecido como hinge, ou dobradica. Esta regido ¢ pouco conservada, confere mobilidade
entre os dominios bem estruturados C ¢ E, e esta associada com a localizagdo nuclear do
receptor” "’

O dominio E ¢ o dominio de ligagdo ao ligante, também chamado LBD (Ligand-
Binding Domain), e contém a sequéncia de aminodcidos moderadamente mais conservada.
Esta regido ¢ responsavel por diversas fungdes, dentre as quais a ligagdo do receptor ao
hormonio. Este dominio participa de muitas outras atividades além da ligagdo ao hormonio,
como homo e/ou heterodimerizacdo, e ativagdo e repressao transcricional. A ligacdo ao
horménio induz mudancas conformacionais na molécula do receptor, influenciando no
controle das propriedades da molécula e na expressdo génica. Estas mudancas

conformacionais que acompanham a transi¢ao entre as formas ligada e ndo ligada, holo e apo,

respectivamente, do receptor de hormdnio nuclear afetam sua afinidade por outras proteinas.
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Os RNs podem ou ndo conter o dominio F na regido C-terminal. Este dominio possui
uma sequéncia extremamente varidvel de aminoacidos e sua estrutura e fun¢do ainda ndo sao

bem conhecidos.

3.4.1 O receptor de hormonios tireoidianos

Dentre as subclasses de receptores nucleares estdo os receptores tireoidianos, TRs
(Thyroid Receptors). A andlise da estrutura e das fungdes dos TRs exibe algumas diferencas
nos dominios funcionais da estrutura modular, originando diferentes isoformas destes
receptores em fun¢do da decodificagdo de genes especificos no genoma humano, as quais
estdo mostradas na Figura 11. Estas diferengas ocorrem principalmente na extremidade
amino, originando as isoformas TRB1 e TRP2 (codificadas pelo gene TRp), e na regido

carboxi-terminal, originando as isoformas TRal e TRo2 (codificadas pelo gene TRa)".
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Figura 11. Estrutura primaria das diferentes isoformas codificadas pelos genes TR e TRa. Figura
adaptada de Barra e colaboradores (2004)°.

As diferentes isoformas dos TRs respondem de maneira distinta, conferindo fungdes
especificas aos mesmos. Por exemplo, ambos os receptores TRB1 e TRB2, além de isoformas
a, respondem ao horménio tireoidiano T3, porém de formas diferentes™".

A estrutura tridimensional do dominio LBD destas isoformas ¢ constituida
basicamente por 12 a-hélices, e uma espécie de grampo formada por 3 a 4 fitas-§, conectando

voltas de distintos tamanhos®, como apresentado na Figura 12. Com a ligagdo do ligante, a
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molécula do TR sofre uma mudanga de conformacgao, descrita como mecanismo “ratoeira”: o
ligante entra na estrutura da proteina. Antes da entrada do ligante a conformagdo ¢

denominada apo, e ap0s a ligagao, holo, conforme ilustrado anteriormente na Figura 10.

MN-terminal

C-terminal

Figura 12. Representacdo do dominio de ligagdo do ligante do receptor hormonal tireoidiano. O TRf1
LBD esta complexado com o ligante, ilustrando como o ligante fica “dentro” da molécula
de proteina®.

A regido LBD possui uma cavidade hidrofobica especifica para a entrada e o encaixe
do ligante requerido, com forma e volume apropriados. Ressalta-se que, neste trabalho, foi
utilizado apenas a regido LBD do TRp1, pois constitui o dominio de interesse uma vez que € a
regido onde ocorre a ligacdo especifica com os ligantes, os hormdnios tireoidianos. Além
disso, experimentalmente esta ¢ uma regido com maior estabilidade e maior facilidade de

manipula¢do em relacdo a molécula completa da proteina.
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3.5 Os hormonios tireoidianos

Hormonios tireoidianos (HTs) possuem extensa influéncia no sistema fisioldgico
humano. Sao responsaveis pela diferenciacdo, desenvolvimento, e varios processos
metabolicos no adulto, como desenvolvimento do sistema nervoso central, sistema cardiaco,
niveis de colesterol, sistema renal ¢ metabolismo de tecidos conectivos®*. O maior horménio
secretado pela glandula tiredide € o 3,5,3°,5’-tetraiodo-L-tironina (tiroxina ou T4), em menor
quantidade ¢ secretado o 3,5,3’-triiodotironina (T3). O total plasmatico de T4 ¢,
aproximadamente, 45 vezes superior que o de T3 (90 nM versus 2 nM)’. Entretanto, em
tecidos periféricos ha uma quantidade consideravel de desiodacdo de T4 gerando T3. A
quantificagdo destes HTs ¢ de grande relevancia para a saide humana, em funcdo das
atividades que eles desenvolvem no organismo. Portanto, seus niveis devem ser monitorados
periodicamente em pessoas normais e, principalmente, em pacientes que ja sofrem de alguma
doenca relacionada.

O hormonio analogo ao T3, o 3,5,3’-4cido triiodotiroacético (TRIAC), liga-se aos TRs
com afinidade maior em relagdo ao T3, embora tenha um tempo de residéncia mais curto nos
TRs que o primeiro. A seletividade superior por TRB1, por exemplo, sugere que TRIAC
apresente um potencial terapéutico consideravel para o tratamento de TRs mutantes. O estudo
deste hormonio ¢ importante, pois pode auxiliar no tratamento de distirbios hormonais, como
na terapia da resisténcia ao horménio tireoidiano™, de bécio eutireéideo® e no tratamento de
atrofia da pele ocasionada por uso prolongado de corticoides®’. TRIAC é comercialmente
conhecido como “Tiratricol”, e ¢ usado para induzir o emagrecimento®. Seu uso indevido,
administrado sozinho ou combinado a outros componentes, como adrenalina, antidepressivos,
entre outros, causa efeitos colaterais como aumento nos batimentos cardiacos e da pressao
arterial, além de efeitos neurologicos.

Um andlogo sintético dos hormonios tireoidianos ¢ o GC-1 [acido 3,5-dimetil-4-(4’-
hidroxi-3’-isopropilbenzil)-fenoxi acético], o qual possui seletividade de ligagdo e funcdes de
ativagcdo preferencialmente por TRB1 em relagdo ao TRal. O andlogo contém muitas
mudangas estruturais quando comparado com o hormoénio natural T3, dentre as quais podem
ser citadas a substituicdo de trés atomos de iodo por grupos metila e isopropila. GC-1 liga-se
ao TRP1 com a mesma afinidade que o T3, porém liga-se ao TRal com uma afinidade 10
vezes menor, também em relagio ao T3%. Este andlogo foi desenvolvimento para auxiliar no

tratamento de disfun¢des hormonais tireoidianas, como em hipotireoidismo. Os efeitos de
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GC-1 no sistema nervoso central, no tecido adiposo € na metamorfose de girinos sdo fortes
evidéncias do uso desta molécula em tratamentos e manutencdo dos niveis hormonais
normais®.

As estruturas dos hormonios tireoidianos citados estdo ilustradas na Figura 13.
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Figura 13. Estrutura dos horménios tireoidianos T3 e T4, e dos analogos TRIAC e GC-1. Figura
extraida de Brenta; Danzi; Klein (2007)%.

Fisiologicamente, os HTs circulam no sangue transportados por proteinas
carregadoras, devido ao carater hidrofobico, até seus tecidos-alvo. Apds, o hormdnio livre,
por meio de difusdo passiva ou apoés ligar-se a um receptor especifico na membrana celular,
atinge o citoplasma e se liga a proteinas receptoras especificas no ntcleo. A respeito do
mecanismo de a¢do dos hormoénios tireoidianos a nivel molecular, esta ligacdo desencadeia
alteracdes na conformacdo estrutural das proteinas receptoras, permitindo a interacdo com
sequéncias regulatorias do DNA".

Os HTs sdao moléculas responsaveis pelo regulamento da temperatura corporal e
também sdo importantes para o crescimento, diferenciagdo e matura¢do dos tecidos. Atuam
como reguladores do metabolismo de carboidratos e gorduras, diminuindo a a¢do da insulina
e acelerando a sua degradagdo e, no caso dos lipideos, promovendo a degradagdo do
colesterol em 4cidos biliares. Porém, quando em excesso, os HTs podem ser
hiperglicemiantes (o poder que os HTs tém para elevar a concentracao de glicose sanguinea -

acuicar no sangue), aumentar o consumo de oxigénio diminuindo o rendimento energético,
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aumentar o catabolismo das proteinas e das gorduras, produzir desmineralizacdo Ossea e
influenciar nas taxas de batimentos cardiacos.

Disfungdes tireoidianas sdo doencas endocrinas muito comuns, de modo que grande
apoio financeiro ¢ destinado para monitorar e diagnosticar os seus tratamentos. Desta forma,
os exames laboratoriais contribuem de maneira consideravel nestes custos. Dentre as doengas
tireoidianas mais comuns e que necessitam de monitoramento e diagndstico terapéutico, pode-
se citar hipotireoidismo, hipertireoidismo, nddulos tireoidianos, bocio, cancer, tireoidite, entre

outras.

3.6  Deteccido de hormonios tireoidianos

Os métodos mais comumente usados para o monitoramento nos niveis de HTs sdo
baseados em radioimunoensaios, técnicas fluorimétricas e medidas amperométricas.
Radioimunoensaio® é uma técnica bastante sensivel que utiliza marcadores radioativos para a
analise de quantificagdo de espécies em reagdes antigeno-anticorpo. E uma técnica empregada
ha muitos anos, com diferentes tipos de ensaios. Stafford, Lees e Watson (1976)°, por
exemplo, determinaram os niveis de T3 em uso clinico com base em dois radioimunoensaios
distintos: um ensaio baseado em extragdo alcodlica, e outro por uso de etilmercuritiosalicilato
sodico (Mertiolate®™). Estes métodos sdo realizados comercialmente com o uso de kits®*,
mas possuem a desvantagem de um custo de analise relativamente alto.

A espectroscopia de fluorescéncia ¢ uma técnica também bastante explorada para o
estudo quantitativo dos HTs. E vantajosa em relagdo ao radioimunoensaio, por exemplo, por
apresentar maior sensibilidade com melhor limite de detec¢do. Em ensaios baseados em
fluorescéncia®®”’', comumente chamados fluoroimunoensaios, o analito ¢ ligado
covalentemente a espécies fluorescentes, de modo a manter sua reatividade especifica com o
antigeno. Uma técnica baseada neste principio, a TR-FIA (Time-resolved fluoroimmunoassay)
foi utilizada para a determinagio de T3’, como uma alternativa aos métodos até entio
utilizados.

Moléculas de L-T4, D-T4 e L-T3 foram determinadas simultaneamente em um aparato

experimental utilizado por Stefan e colaboradores (2004)°, que consiste em um sistema de

inje¢do sequencial. Este sistema ¢ um sensor eletroquimico, onde um imunossensor
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amperométrico detecta L-T4 e L-T3 e um biossensor amperométrico detecta D-T4. O
imunossensor amperométrico consiste de pasta de carbono modificada quimicamente com
anti-L-T4 e anti-L-T3, enquanto o biossensor amperométrico foi obtido da adicdo de L-amino
oxidase a pasta de carbono. A resposta dos trés sensores foi determinada utilizando técnica de
cronoamperometria em solugdo-tampao fosfato, que revelou intervalos de concentragdo linear
para os trés analitos, além de boa estabilidade e reprodutibilidade no método.

Biossensores eletroquimicos também tém sido explorados para deteccdo de
horménios, como o estrogénio’* e os HTs. Murata e colaboradores (2003)” desenvolveram
um biossensor baseado em afinidade usando um eletrodo de ouro modificado com TR, com o
objetivo de avaliar a deteccao e quantificacao relativa de ligantes. Para isso, imobilizaram TR-
LBD (com fusdo de 10 residuos consecutivos de histidina na regido N-terminal) em um
eletrodo de ouro modificado com tiol via complexacdo com niquel. Voltametria ciclica e de
pulso diferencial foram realizadas para avaliar a presenca do receptor imobilizado na
superficie do eletrodo, como também para monitorar a interagao desta camada biorreceptora

com o ligante de interesse, neste caso, T3.
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4 EXPERIMENTAL

4.1 Materiais

Para o estudo de imobilizagdo da regido LBD de TRB1 em SAMs foram utilizados
octadecilsilano, tetracloreto de carbono, 99,9 %, hexadecano, > 99 %, cloroféormio, > 99 % e
acido 11-mercaptoundecandico (11-AMU), obtidos de Sigma-Aldrich. Foram utilizados
também alcool etilico, 95% PA-ACS (Quemis), reagentes hexacianoferrato (II) de potassio
trihidratado (K4[Fe(CN)¢].3H,0) e acido sulfurico P.A., da marca Mallinckrodt e Reagen,
respectivamente.

O receptor tireoidiano humano TRB1 (regido LBD contendo cauda de histidina, 29,7
KDa), os hormonios tireoidianos T3 (3,5,3’-triiodotironina), T4 (3,5,3,5 -tetraiodo-L-
tironina), os analogos TRIAC (3,5,3’-acido triiodotiroacético) ¢ GC-1 [acido 3,5-dimetil-4-
(4°-hidroxi-3’-isopropilbenzil)-fenoxi acético], e ditiotreitol (DTT) foram cedidos pelo grupo
do prof. Igor Polikarpov, do IFSC — USP.

Uma solugdo-tampao 20 mM Hepes pH 8,0, 50 mM NaCl e 5% glicerol foi utilizada
para a preparacao de todas as solugdes que continham TRB1-LBD, os HTs e seus analogos
sintéticos. Estas solucdes foram utilizadas nas andlises de UV-VIS, preparagdao dos filmes
para FTIR e AFM, experimento de SPR e na preparagdo dos analitos para as medidas
elétricas. A solugdo-tampao 20 mM Hepes, 50 mM NaCl e 5% glicerol também foi utilizada

no experimento de SPR, nos dois canais de analise.

4.2 Metodologia

As proteinas TRB1-LBD foram imobilizadas sobre eletrodos interdigitados, apds
prévia funcionalizag¢do, utilizando-se SAMs de silano e tiol. A ideia foi baseada na

modificacdo das trilhas condutoras de cromo/ouro (Cr/Au) com tiol, € o vidro (regido no gap
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entre as trilhas) com silano. Dessa maneira, obteve-se uma plataforma bastante apropriada a

adsorc¢ao protéica. Esse processo ¢ discutido com mais detalhes nas segdes seguintes.

4.2.1 Preparacio das solucdes de biomoléculas.

Para andlises de espectroscopia na regido do ultravioleta-visivel, UV-VIS, foram
preparadas solugdes de 3,5 uM de TRB1-LBD e solugdes 100,0 uM para os HTs e analogos,
todos em solucao-tampao 20 mM Hepes pH 8,0, 50 mM NaCl e 5% glicerol.

Nas analises espectroscopicas, Opticas, morfologicas e elétricas foram utilizadas
solugdes de TRB1-LBD na concentracdo de 8,6 uM, em solucdo-tampao 20 mM Hepes pH
8,0, 50 mM NaCl e 5% glicerol. A esta solucdo foi adicionado 1 mM de DTT. O DTT ¢ um
forte agente redutor capaz de manter a cadeia polipeptidica aberta, por meio do rompimento
das pontes dissulfeto que se formam nas proteinas. O intuito ¢ deixar a cadeia protéica aberta,
permitindo que se torne mais vulneravel a ligagdo com o ligante. Apoés a adigdo de DTT, a
solu¢do foi centrifugada a 10 °C, durante 10 min a 10.000 rpm. As soluc¢des contendo os HTs
e analogos sintéticos foram preparadas a partir de aliquotas-estoque. Estas solucdes foram
diluidas em solucdo-tampao 20 mM Hepes pH 8,0, 50 mM NaCl e 5% glicerol até atingir
concentragdes de 2,5 nM, 50,0 nM, 500,0 nM e 100,0 pM.

Nos experimentos de SPR, foram utilizadas solugdes-tampao previamente degasadas.
Para isso, a solugdo-tampao 20 mM Hepes pH 8,0, 50 mM NaCl e 5% glicerol foi transferida
para um kitassato acoplado a um sistema de vacuo. Este sistema ficou em ultrassom durante
cerca de 12 min ou até observar-se a auséncia de microbolhas na solucdo. Esta solugao-
tampao degasada foi utilizada no canal do analito, no canal de referéncia dos experimentos de

SPR e na preparacgao das solugdes dos analitos.
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4.2.2 Modificacido dos eletrodos interdigitados com SAMs.

As medidas de deteccdo foram realizadas utilizando-se eletrodos interdigitados, com
trilhas de Cr/Au depositadas sobre vidro. Uma ilustracdo esquematica dos eletrodos ¢
mostrada na Figura 14. O eletrodo contém 80 pares de trilhas com distancia de 20 um entre

trilhas.

38 mm
3 mm

8 mm

Figura 14. Ilustracdo das caracteristicas fisicas do eletrodo interdigitado utilizado para as medidas de
impedancia elétrica. Nesta figura, estdo destacadas as dimensdes do sistema. Este
dispositivo também foi usado para as medidas voltamétricas.

O eletrodo interdigitado foi utilizado para as medidas de impedancia elétrica. A
superficie do eletrodo foi funcionalizada primeiramente com silano (Figura 15)”*. Para isso, o
solvente utilizado para a reagdo de silanizacdo foi composto de 80 % hexadecano, 12 %
tetracloreto de carbono e 8 % cloroformio. O silano foi rapidamente adicionado a esta mistura
para evitar exposicao ao ar, € nao polimerizar. Apds imersao na mistura, os eletrodos foram

lavados em cloroféormio sob ultrassom, em triplicata, a fim de remover o excesso de silano
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que nao interagiu com a superficie do substrato. Em seguida, os substratos foram lavados com
agua ultrapura e secos sob fluxo de nitrogénio, N,. Os substratos silanizados foram reservados
durante 24 h para concluir o processo de funcionalizagao.

A SAM de tiol foi obtida por imersdo dos eletrodos interdigitados em solugdo
etandlica de 11-AMU, na concentra¢ao de 1,0 mM, durante 12 h. Em seguida, o eletrodo foi
removido da solucao de tiol, enxaguado com etanol (para remog¢ao das moléculas fisicamente
adsorvidas) e em seguida com 4gua ultrapura®. A secagem foi realizada sob fluxo brando de

N>. As estruturas moleculares correspondentes as monocamadas estdo ilustradas na Figura 15.

A
CH3(CH5)15CH, —SiH;

RN
HS OH

Figura 15. Estruturas moleculares de (A) Octadecilsilano e (B) 11-AMU.

As SAMs estdo representadas de forma esquematica na Figura 16, a fim de melhor
elucidar o sistema de monocamadas no eletrodo interdigitado. Como descrito, as SAMs de
silano estdo localizadas entre as trilhas de ouro, enquanto que as SAMs de tiol podem estar

localizadas em toda a area superficial de ouro.
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Substrato de Vidro
> Trilhas Cr/Au
g_‘ - -

Eletrodo Q AN Mo(tilocgniada
Interdigitado e Tio

—> Monocamada de Silano

Figura 16. Representagdo esquematica para o estudo de interacdes receptor-ligante a partir da
funcionaliza¢do multipla do eletrodo interdigitado com silano e tiol.

O sistema biossensor foi preparado a partir desta funcionalizagdo “silatiol”, onde a
solugdo 8,6 uM de TRPB1-LBD foi depositada via casting sobre as SAMs de silano e tiol, com
tempo de deposicao de 1 h. Em seguida, o eletrodo interdigitado foi enxaguado com solugdo-

tampao, depois com agua ultrapura e entdo seco sob brando fluxo de Nj.

4.2.3 Funcionalizacdo das laminas de vidro.

Para os estudos de caracterizagdo espectroscopica e morfologica, foram utilizados
laminas de vidro metalizadas com Cr/Au, posteriormente funcionalizadas com uma SAM de
tiol, de maneira a simular o filme obtido nos eletrodos interdigitados. E importante ressaltar
que esse procedimento foi necessario, pela impossibilidade de caracterizagdo das
multicamadas diretamente nos eletrodos, devido as suas reduzidas dimensdes.

As laminas de vidro foram pré-recobertas com 30 nm de cromo para promover a
eficiente adesdo de ouro, e em seguida recobertas com 70 nm de ouro. Ambos 0s metais
foram depositados por evaporagio com cadinho de molibdénio a 10 Torr.

O substrato funcionalizado para os estudos de SPR ¢ o eletrodo contendo grupos

COOH, produzido pelo fabricante ICX Nomadics.
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4.3 Técnicas de caracterizacao e deteccio

4.3.1 Espectroscopia na regiao do ultravioleta- visivel (UV-VIS)

Espectroscopia no UV-VIS foi utilizada para averiguar qualitativamente a regido de
absor¢ao das espécies bioldgicas em solugdo. Foi utilizado um equipamento Hitachi, modelo

U2001.

4.3.2 Medidas voltamétricas

Medidas de voltametria foram utilizadas para inferir sobre a eficiéncia do processo de
funcionalizacdo dos eletrodos. Foi utilizada uma cela de vidro de borosilicato de 25,0 mL e
tampa de Teflon™, a qual contém orificios de encaixe para trés eletrodos e para a desaeragio
com Ny. Todos os voltamogramas foram coletados com Ag/AgCl (saturado com KCl) sendo o
eletrodo referéncia, um eletrodo de platina como contra-eletrodo e o eletrodo interdigitado,
contendo a monocamada de tiol, utilizado como eletrodo de trabalho. Como eletrolito foi
utilizada uma solugio 4acida de 4,0 mmol.L™ de K4[Fe(CN)e].3H,0, preparada com agua
ultrapura imediatamente antes do uso. Durante as medidas, o potencial foi variado de -100 a
700 mV. Foram coletados voltamogramas antes e depois da funcionaliza¢do dos eletrodos. A
diminui¢do da corrente de oxidacdo mostrou que a superficie metalica do eletrodo foi
bloqueada pela SAM. Foi utilizado um equipamento potenciostato /galvanostato PGSTAT302
da AutoLab®.

4.3.3 Detecciio dos HTs utilizando-se Espectroscopia de Impedancia Elétrica (EIS,
Electrical Impedance Spectroscopy)

A técnica de espectroscopia de impedancia elétrica consiste na andlise da impedancia

de uma amostra em fun¢do da frequéncia de um sinal AC aplicado. A resposta elétrica
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(principalmente a capacitancia) dos eletrodos interdigitados foi analisada em uma faixa de
frequéncia de 50 Hz a 10 KHz, utilizando-se um equipamento Solartron SI 1260.

Para as medidas de deteccao, foram utilizados trés sistemas diferentes, a saber, 1)
eletrodo interdigitado sem modificagdo e sem filme organico (eletrodo limpo), ii) eletrodo
contendo SAMs de silano e tiol (eletrodo silatiol) e iii) eletrodo funcionalizado com “silatiol”
contendo o TRPB1-LBD imobilizado (denominado eletrodo biossensor). A ideia ¢ a
investigacdo da eficiéncia dos trés sistemas na detec¢do e separacdo dos HTs, e melhorar a
eficacia do sistema de detec¢ao combinando-se os dados dos trés eletrodos.

As medidas de capacitancia foram realizadas com os eletrodos imersos em solugdo-
tampao, e em solucao-tampao contendo os analitos T3, T4, TRIAC e GC-1, nas concentragdes
de 2,5 nM, 50,0 nM, 500,0 nM e 50,0 uM. Os dados foram coletados a temperatura de 18 °C.
Antes de cada medida, esperou-se um tempo de 20 min com os eletrodos imersos nas solugdes

de analitos, para estabilizagdo do sinal.

4.3.4 Espectroscopia na regidao do Infravermelho (FTIR, Fourier Transform Infrared
Spectroscopy) modo reflexao

Espectroscopia de FTIR no modo de reflexdo foi utilizada para o estudo da interacao
quimica entre as monocamadas do filme utilizando um equipamento Nicolet 470 Nexus. Os
dados foram coletados de 3500 a 800 cm™ com 200 varreduras.

Os substratos utilizados eram compostos por laminas de vidro recobertas com ouro,
modificadas com SAM de tiol. Sobre esses substratos foi imobilizado o TRB1-LBD, de
maneira similar a descrita acima na preparagdo dos eletrodos interdigitados. Foram
investigados também substratos contendo HTs, TRIAC e GC-1, adsorvidos via casting (por

periodo de 1 h), sobre a camada de TRB1-LBD.

4.3.5 Microscopia de Forca Atomica (AFM, Atomic Force Microscopy)

A microscopia de forca atomica, AFM, ¢ uma técnica capaz de obter imagens a partir

da interagdo de forgas eletromagnéticas entre superficies e a ponta de um cantilever (em uma
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escala de comprimento de 10" a 10”7 m). As amostras analisadas por AFM foram do mesmo
tipo daquelas utilizadas para as analises de FTIR. Foi utilizado um equipamento SPM
Multimode — Nanoscope 111, da Digital Instruments. As imagens foram adquiridas utilizando
o modo intermitente por meio do uso de um cantilever de silicio com constante de mola 70

N.m.

4.3.6 Ressonancia de Plasma de Superficie (SPR, Surface Plasmon Resonance)

Fenomenos de superficie podem ser estudados por meio da ressonancia de plasma de
superficie. Esta técnica baseia-se nas propriedades Opticas de solugdes, com monitoramento
da variacdo do indice de refracdo, ocasionado, por exemplo, pela ligacdo de uma camada
organica a superficie do metal, podendo ser utilizada para a caracterizagdo de interagdes
biomoleculares'’. Neste estudo foi utilizado um equipamento SensiQ, contendo um sensor
metalico de ouro. Foi utilizado um sensor funcionalizado com 4acido carboxilico, tipico para
andlises bioldgicas, do tipo COOH, ICX Nomadics. As solugdes utilizadas foram preparadas
conforme descrito no procedimento experimental. Os experimentos de SPR foram conduzidos
a um fluxo de 5,0 uL.mim’l, com inje¢des de 40,0 uL das solugdes de TR, HTs, e seus

analogos, a 18 °C. A solug¢do de TRB1-LBD foi primeiramente injetada sobre a superficie do

sensor a fim de proporcionar a interface receptora para o estudo de interagdo com os analitos.

4.3.7 Analise das Componentes Principais (PCA, Principal Component Analysis)

Para melhorar a visualizacdo dos dados de deteccdo obtidos por medidas de
capacitancia, os dados foram correlacionados estatisticamente utilizando-se a técnica de
Andlise das Componentes Principais (PCA), uma anélise exploratoria de dados multivariados.
Nesta andlise ¢ possivel reduzir varidveis através de critérios objetivos, permitindo a
construcao de graficos bidimensionais contendo maior informagao estatistica que, por sua vez,

possibilita o agrupamento entre as amostras de acordo com suas similaridades. O tratamento
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dos dados para a obtencdo dos PCAs foi realizado com o auxilio dos softwares Pirouette” e

MatLab®.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste trabalho, utilizou-se como receptor protéico a regido LBD da molécula do
receptor nuclear humano tireoidiano TRP1, por ser uma regido mais estdvel e de facil
manipulagdo. Além disso, para a otimizagdo da expressdo da proteina e sua purificagdo, esta
parte da molécula foi expressa com cauda de seis histidinas posicionada antes da hélice HI,
na regido N-terminal. O sitio de ligacdo da proteina, regido essencial para o desenvolvimento
da atividade da proteina, estd localizado no centro da regido LBD, sendo que a regido C-
terminal (H12) se “fecha” sobre este sitio apds a ligagdo com o ligante. Considerando a
importancia deste requisito para a ligacdo com o ligante, ¢ desejado que o grupo N-terminal
interaja com a SAM de tiol (através da interacdo dos grupamentos carboxila do tiol e amino

da proteina).

5.1  Espectroscopia na regido do ultravioleta-Visivel - UV-VIS

Proteinas podem absorver luz em comprimentos de onda caracteristicos, em torno de
280 nm, correspondente aos residuos triptofano (Trp), tirosina (Tyr) e, fenilalanina (Phe)".
Foram avaliadas as solugdes de tampao puro, solucdo contendo TRB1-LBD na concentracao
3,5 uM e solugdes contendo os HTs e andlogos, separadamente, a 100 uM cada solucdo. Os
espectros de absorcao estdo apresentados na Figura 17. A banda em 280 nm indica a presenga
de uma espécie protéica, neste caso, a regido LBD do TRP1, referente a absorcao dos residuos
de aminoacidos. Compostos contendo acidos e amidas podem apresentar absor¢do em
comprimentos de ondas superiores a 300 nm, em transi¢des de média intensidade. Além disso,
bandas de média intensidade situadas em comprimentos de onda superiores a 200 nm sio
indicativas da presenca de sistemas aromaticos, mostrando que os HTs e analogos absorvem
na regido entre 250 e 350 nm. A presenca de um substituinte hidroxila no anel aromdtico pode
ocasionar absor¢do em aproximadamente 270 nm, o que também estd relacionado as

estruturas destas moléculas hormonais’.
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Figura 17. Espectros de absor¢éo para solugdes de TRB1-LBD 3,5 uM, dos hormonios tireoidianos T3,
T4, e dos anélogos sintéticos TRIAC e GC-1, todos a 100 uM.

Pela Figura 17, € possivel observar um ombro centrado em cerca de 280 nm, referente
a absor¢do da proteina. O hormoénio T3 e o analogo sintético TRIAC, por terem estruturas
moleculares similares, apresentaram as bandas de absor¢ao similares, por volta de 290 nm.
Esta absor¢do ¢ devida a transi¢io n-n'>. O horménio T4 apresenta banda de absor¢do em
maiores comprimentos de onda, em torno de 340 nm, pois possui um namero maior de
atomos de iodo em sua estrutura, conforme ilustrado previamente na Figura 130s atomos de
iodo contém elétrons ndo ligantes n capazes de interagir com os elétrons © do anel aromatico.
Estas interagdes acarretam um efeito aparente de estabilizar o estado excitado destes elétrons,
com consequente diminui¢cdo de energia, resultando em um deslocamento batocromico, ou
seja, para maiores comprimentos de onda.

O GC-1 apresentou banda de absor¢do centrada em 270 nm, com um deslocamento
para menores comprimentos de onda em relacdo aos demais ligantes. Tal deslocamento pode
ter ocorrido devido a auséncia de atomos de iodo em sua estrutura molecular, e da auséncia de
oxigénio conectando os anéis aromaticos, onde os efeitos de transicdo eletronica sdo

majoritariamente direcionados pelos elétrons m dos anéis aromaticos.
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Como os hormoénios possuem anéis aromaticos em suas estruturas, geralmente
apresentam bandas intensas e bem definidas, devido a superposi¢ao de transigdes eletronicas
com as transi¢des vibracionais. No entanto, a presenca de substituintes e do solvente aquoso
minimizou este efeito, reduzindo as estruturas finas e produzindo bandas mais largas”,
conforme observadas na Figura 17.

Uma das limitagdes da analise de absor¢do eletronica de materiais bioldgicos ¢ a
necessidade de se trabalhar em solvente, que geralmente ¢ constituido de 4gua tamponada a
um pH préximo de 7,0, contendo quantidades suficientes de eletrdlitos para simular as
condi¢des in vivo. Este fator pode influenciar na andlise espectroscopica porque a agua e

muitos tampdes bioldgicos absorvem na regidao de 170-200 nm.

5.2  Medidas eletroquimicas

Devido a espessura extremamente reduzida das SAMs de tiol e silano adsorvidas sobre
os eletrodos interdigitados, sua posterior caracterizagdo através de medidas espectroscopicas €
bastante limitada. Dessa maneira, medidas de voltametria ciclica foram realizadas como uma
maneira indireta de monitorar a adsor¢cdo da camada de tiol sobre as trilhas do eletrodo. A
ideia € que apos a adsorcdo, ocorre a passivacao das trilhas, e o sinal da corrente referente aos
processos redox ¢ diminuido, dependendo da extensdo da camada bloqueadora sobre as
trilhas. Para monitorar a adsor¢ao do tiol sobre as trilhas dos eletrodos, foram realizadas as
medidas de voltametria antes e depois da adsor¢do, na presenga de uma solugdo eletrolitica de
4,0 mM de (K4[Fe(CN)¢].3H20). O meio acido em pH 3 foi escolhido para evitar a ocorréncia
de interagdes eletrostaticas entre a SAM e a espécie redox [F e(CN)e]*".

Os voltamogramas para o eletrodo interdigitado antes ¢ depois da imobilizagdo da
SAM de 11-AMU sao mostrados na Figura 18. Para maior clareza, apenas a parte referente a

oxidacao € mostrada.
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Figura 18. Voltamogramas ciclicos de segunda varredura do processo de oxidag@o resultantes do
eletrodo interdigitado na (—) auséncia de SAM e na (---) presenca de SAM 1,0 mM de 11-
AMU.

Como pode ser observado, o perfil voltamétrico obtido para o eletrodo interdigitado na
auséncia de SAM esta condizente com um mecanismo de transferéncia eletronica entre as
trilhas de ouro do eletrodo e as espécies redox presentes na solugdo”'. Porém, apos a adsorgdo
da SAM formada pelo tiol 11-AMU, o processo de oxidagdo ¢ diminuido, confirmando o
processo de adsorcdo, e a existéncia de uma monocamada de tiol. O fato de ndo ter sido
observado a completa extingdo do sinal de oxidacdo pode estar relacionado a defeitos na
forma¢do da monocamada de tiol, ou, mais provavelmente, a ndo adsorcao de tiol na regido

lateral da trilha, logo acima do vidro, que ¢ de cromo.
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53 Espectroscopia na regiao do Infravermelho com Transformada de Fourier -
FTIR

O espectro de infravermelho pode ser utilizado para a identificagdo de moléculas,
como uma impressdo digital’®. Os aminoacidos, constituintes das proteinas, existem como
ions dipolares (também chamados zwitterions), pois contém um grupo bdsico (-NHz) e um
grupo acido (-COOH)'®. Logo, estes compostos exibem espectros contendo combinacdes de
grupos carboxilatos e aminas primarias. Aminodcidos podem apresentar vibragdes de
estiramentos NH;", deformagdes angulares N-H (assimétrica/simétrica) e estiramentos COO"
(assimétrico/simétrico). Grupamentos também importantes para o estudo espectral das
proteinas sdo as amidas. As bandas de amida, principalmente amidas primarias, podem
contribuir de maneira essencial para a informagdo estrutural contida nas bandas de
infravermelho’’. Estas informagdes sio Uteis para o estudo de intera¢des de proteinas, pois o
aparecimento e desaparecimento das bandas, assim como a variagdo de intensidade e
deslocamento podem fornecer informagdes relevantes para o entendimento de fenomenos de
interesse.

No sistema receptor-ligante utilizado neste trabalho, foram coletados espectros de
infravermelho no modo de reflexdo. Os espectros de reflectancia podem fornecer informagdes
tanto qualitativas quanto quantitativas. Para este trabalho, o estudo ¢ essencialmente
qualitativo em virtude da dificuldade da andlise precisa das interagdes receptor-ligante,
resultantes do aparecimento e deslocamento das bandas dos grupos presentes nas moléculas
avaliadas, como sera exposto a seguir. E importante mencionar novamente que os filmes
adsorvidos sdo extremamente finos, dai a dificuldade em se obter espectros com boa relagao
sinal/ruido.

Na Figura 19 ¢ possivel observar as bandas de reflexdo dos espectros referentes a
SAM de tiol sobre o substrato de vidro recoberto com ouro (AuSH), & monocamada de TRB1-
LBD diretamente sobre a superficie de ouro (AuTR) e a monocamada de TRB1-LBD sobre a
SAM de tiol (AuSHTR). Nesta figura estdo destacadas algumas bandas, as quais também sdo
descritas na Tabela 1. No espectro AuSH ¢ possivel observar que ndo ocorrem bandas de

: : . - 76,78
grande intensidade, o que ¢ coerente com a literatura™

. Para compostos contendo o
grupamento S-H, as fracas reflexdes podem ocorrer em 2590 - 2540 cm™. O grupo metileno
ligado ao atomo de enxofre (CH,-S) pode originar bandas, também de fraca intensidade,

referentes a estiramentos simétricos (2878 - 2846 cm™') e assimétricos (2948 - 2922 cm™) e
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também a deformagdes angulares (1435 - 1410 cm™). Para o espectro de AuTR, foram
observadas as bandas caracteristicas de amida dos residuos de aminoacidos que compdem a
regido protéica LBD de TRPI, conforme destacadas na Figura 19. Geralmente®, amidas
primarias e secundarias apresentam bandas largas referentes as reflexdes C=O na faixa de
1640 - 1620 cm™. Desta forma, pode ocorrer sobreposicio (“overlap™) das bandas referentes a
este grupamento juntamente com deformagdes angulares N-H, neste caso, em torno de 1800
cm™. Estiramentos N-H sdo observados por volta de 3475 cm™, os quais também foram

destacados, juntamente com estiramentos C-N em 1400-1500 cm™.

AuSH

7 A

Estiramentos CH,-S Deformagio CH,-S
Assimétricos/simétricos

l_Y_J

Estiramentos C-H /

Estiramentos C-N

Estiramentos N-H

Reflectincia (%)

l_‘_l

\

Estiramentos C-O

e

N-H associado em - ~
. Sobreposicdo: Deformacao
amidas :
angularN-H e esiramento C=O
Estiramentos C-N
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de Onda (cm)

Figura 19. Espectros de infravermelho referentes a: SAM de tiol sobre o substrato de vidro recoberto
com ouro (AUSH); regido LBD da molécula de TRB1 sobre substrato de vidro recoberto
com ouro (AuTR) e SAM de tiol sobre o substrato de vidro recoberto com ouro contendo
TRPB1 LBD imobilizada sobre esta (AUSHTR).

A imobilizagdo de TRB1-LBD foi realizada como ilustrado na Figura 16, ou seja, apds

a preparagcdo do substrato com a SAM de tiol (11-AMU), uma solugdo da proteina foi
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depositada sobre o substrato por casting (durante 1 h). O espectro de FTIR oriundo desta
imobilizacdo ¢ o AuSHTR, mostrado na Figura 19. Comparando-se os espectros da regido
LBD-TRPB1 imobilizados diretamente sobre a superficie de ouro (AuTR) e sobre ouro
funcionalizado com tiol (AuSHTR), foi possivel constatar variagdes nas intensidades dos
sinais vibracionais, além da maior definicdo no aparecimento das bandas referentes as
interagdes intra ¢ intermoleculares.

Ainda para o espectro de AuTR, foi possivel observar o aparecimento de bandas
caracteristicas de estiramentos C-H na regido de 3050 — 2600 cm™', as quais ndo tiveram as
mesmas intensidades no espectro de AuSHTR. Isso ocorre em fung¢do da quantidade de
material que interagiu com a superficie do substrato. A adsor¢do da regido LBD da proteina
TRPB1 ¢ maior na auséncia da monocamada de tiol, uma vez que ha maior quantidade de
atomos de Au disponiveis na superficie do substrato responsaveis pelas interagdes nao
especificas com a proteina. Estas interagdes resultam da atragdo entre residuos de
aminoacidos contendo dtomos de enxofre, e os &tomos de ouro presentes no substrato. Com a
funcionalizacdo da superficie, a molécula de TRB1-LBD, embora aparentemente interaja com
menor intensidade com o substrato, interage fortemente com a SAM de tiol, o que ocorre
preferencialmente pela cauda de histidina, com os grupos carboxilicos do tiol. Esse efeito
possivelmente confere a molécula uma orientagdo, melhorando o acesso do ligante ao sitio
ativo da proteina. Além disso, a funcionalizagdo minimiza as interagdes ndo-especificas,
aumentando a seletividade nas medidas de detec¢do dos HTs, como sera discutido adiante.

Dentre as bandas de maior intensidade para a proteina imobilizada, cabe ressaltar a
sobreposicdo de bandas ocorrida na regido entre 1700 e 2000 cm™, e também os estiramentos
C-N das amidas em torno de 1500 cm™. As diferencas dos espectros referentes & regido LBD
de TRP1 ancorado sobre ouro, ou sobre a monocamada de tiol podem indicar diferencas
conformacionais da biomolécula ancorada.

A analise da Figura 19 revela ainda um deslocamento da banda atribuida aos
estiramentos C-N. Essa banda, localizada em cerca de 1500 cm™ para AuTR, parece deslocar
para 1400 cm™ no AuSHTR, indicando o efeito que a SAM de tiol exerce sobre a estrutura da
proteina. Também para o espectro de AuTR a banda referente aos estiramentos N-H aparece
em aproximadamente 3380 cm™, sendo suprimida no espectro de AuSHTR. Esta caracteristica
também ¢ observada para as bandas na regido entre 2800 ¢ 3000 cm™ resultantes dos
estiramentos C-H, que apresentam menor intensidade no espectro de AuSHTR em relacdo ao

AuTR.



81

Os espectros contendo os ligantes especificos adsorvidos sobre a superficie de TRB1-
LBD estao apresentados na Figura 20. Estes sistemas foram designados como AuSHTRT3,
AuSHTRT4, AuSHTRTRIAC e AuSHTRGC-1, dependendo do ligante que interagiu com a
camada receptora de TRB1-LBD. Os espectros de reflexdo obtidos para estes sistemas nao
possuem boa relagdo sinal/ruido, impossibilitando uma andlise mais precisa acerca da
natureza das interacdes envolvidas.

Os espectros do receptor nuclear TRB1-LBD (AuSHTR) imobilizado, e aqueles
contendo os ligantes especificos adsorvidos, permitiram analisar diferencas de reflexdo de
radiagdo indicando a interagdo receptor-ligante. Os estiramentos N-H exibem reflexdes
referentes a deformacgdes angulares N-H entre 1540 e 1640 cm'l, de intensidade média a forte,
para aminas ¢ amidas primarias, ou entre 1490 ¢ 1580 cm™, de intensidade fraca a ausente
para aminas e amidas secundarias. Estas bandas ndo foram observadas claramente nos
espectros da Figura 20, provavelmente por serem suprimidas pela banda em 1560 cm™ de
anéis aromaticos dos HTs e dos analogos TRIAC e GC-1.

A regido em torno de 1700 cm™ apresenta varias bandas, as quais estio destacadas na
Figura 20 como sobreposicao das deformacgdes angulares N-H e estiramentos C=0, tipicos
dos aminoacidos. Ressalta-se que o grupo C=0O estd presente também nas moléculas de
ligantes, nos grupos carboxila. Para os filmes contendo os ligantes, um leve deslocamento
para maiores nimeros de onda s3o observados para o C=0, quando comparado ao espectro de
AuSHTR. Para este ultimo, foi evidenciada na figura a banda localizada em 1680 cm™, a qual
equivale a, aproximadamente, 1700 - 1710 cm™ nos espectros contendo os ligantes. Este
deslocamento ¢ outro indicio da interagdo dos HTs e dos analogos sintéticos a molécula

receptora TRPBI.
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Figura 20. Espectros de infravermelho para os filmes nanoestruturados contendo TRB1-LBD
(adsorvidos sobre monocamada de tiol), novamente ilustrado, e apds interagir com HTs:
Legenda: AuSHTR - superficie de ouro e monocamada de tiol contendo TRB1-LBD
imobilizado, AuSHTRT3 — AuSHTR contendo o ligante T3, AuSHTRT4 — AuSHTR
contendo o ligante T4, AuSHTRTRIAC - AuSHTR contendo o ligante TRIAC e
AuSHTRGC-1 — AuSHTR contendo o ligante GC-1.

Outro indicio da presenga das moléculas de ligantes adsorvidas sobre a camada
biorreceptora, e talvez o mais importante para esta analise, ¢ a regido em 3100 cm™, a qual é
caracteristica de estiramentos C-H originados pelas vibragdes tipicas de anel aromatico. Esta
regido aparece bastante diferenciada quando comparada ao espectro de AuSHTR, na auséncia
dos HTs e dos anélogos sintéticos. Vale ressaltar ainda que para os filmes contendo os HTs
T3 e T4 ocorre um aumento da intensidade da banda em 3700 cm™ referente aos grupos OH,

que podem ser oriundos tanto dos grupos fenolicos (do ligante), quanto dos grupos
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carboxilicos (dos ligantes ou da proteina). A Tabela 1 sumariza as bandas de reflexdao dos

compostos analisados, juntamente com suas respectivas atribuigdes.

Tabela 1. Atribuicdo proposta para as bandas referentes as SAMs de AuTR, AuSH, AuSHTR,
AuSHTRT3, AuSHTRT4 e AuSHTRTRIAC™®.

Niimero de Onda (cm™) Atribuicao proposta das bandas

3600 Estiramentos de O-H de alcool, pertencente a grupo fenol,

sobrepostos com estiramentos O-H de acido

3475 Estiramentos do grupo N-H
3100 Estiramentos C-H de anel aromético
3050 — 2600 Estiramentos C-H
2948 - 2922 Estiramentos assimétricos do grupo CH,-S
2878 - 2846 Estiramentos simétricos do grupo CH;-S
1700 — 2000 Sobreposicdo de bandas referentes as reflexdes C=0O
(1.640 - 1.620 cm™) com deformacdes angulares N-H,
(1.800 cm™)
1600 - 1450 ¢ 690 - 800  Estiramentos C=C de compostos aromaticos
1500 Estiramentos C-N
1435 - 1410 Deformacgdes angulares do grupo CH,-S

1420 e 1300 - 1200 Estiramentos de C-O devido a 4cidos carboxilicos
resultantes do acoplamento da deformagdo angular no
plano da ligacdo O-H e a deformacao axial de C-O
1400-1500 Estiramentos do grupo C-N

Os espectros para o receptor nuclear TRB1-LBD imobilizado (AuSHTR) e aqueles
contendo os ligantes especificos adsorvidos (AuSHTRT3, AuSHTRT4, AuSHTRTRIAC e
AuSHTRGC-1) comprovam a presen¢a do receptor no filme. Para o caso dos HTs e dos
analogos sintéticos, a relagdo sinal-ruido dos espectros ndo foi boa, devido a pequena
quantidade de material adsorvido. Além disso, a reflexdo para amostras sélidas, neste caso um
filme, ndo ¢ um fendmeno exclusivamente de superficie, mas uma sintese de espalhamento,

transmissdo e interagdes de absor¢do da radiacdo no volume de filme. A superficie do filme
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também influencia nestes parametros, pois ndo ¢ homogénea, contendo regides orientadas
aleatoriamente, ocasionando a reflexio da radiagdo em todas as direcdes’ . Estes parametros,
associados a natureza monocamada do filme, dificultam um estudo mais preciso deste sistema

receptor-ligante, através de espectroscopia de FTIR.

5.4  Microscopia de For¢a Atomica - AFM

As amostras utilizadas nos estudos de AFM foram substratos previamente recobertos
com ouro ¢ funcionalizados com o tiol 11-AMU. A estas superficies funcionalizadas foram
imobilizadas primeiramente a monocamada de TRB1-LBD e, em seguida, o ligante. A partir
das imagens, ilustradas na Figura 21, foram estimadas as rugosidades de cada monocamada

depositada, apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2. Valores de rugosidade para as amostras contendo o método de imobilizagdo de
funcionalizagdo de substrato recoberto com ouro.

Amostra Rugosidade (nm)
Au 6,25
AuSH 2,04
AuSHTR 1,56
AuSHTRT3 2,24
AuSHTRT4 2,36
AuSHTRTRIAC 2,50

Legenda: Au — substrato de vidro recoberto com ouro, AuSH — superficie de ouro contendo monocamada de tiol
(11-AMU), AuSHTR - superficie de ouro e monocamada de tiol contendo TRB1-LBD imobilizado, AuSHTRT3
— AuSHTR contendo o ligante T3, AuSHTRT4 — AuSHTR contendo o ligante T4 ¢ AuSHTRTRIAC — AuSHTR
contendo o ligante TRIAC. * Imagem ndo mostrada.
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Figura 21. Imagens bidimensionais obtidas por AFM das superficies de (A) AuSH, (B) AuSHTR, (C)
AuSHTRT3, (D) AuSHTRT4 e (E) AuSHTRTRIAC.

Nao foram observadas diferengas de morfologia entre a superficie de ouro antes (ndo
mostrado) e ap6s a deposi¢ao da monocamada de tiol. Isso se deve ao fato da camada de 11-

AMU ser extremamente fina, que ndo modifica completamente a morfologia anterior. Apesar
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de sua pequena espessura, no entanto, a camada de 11-AMU pode ser identificada por AFM,
através da analise dos valores de rugosidade (2,04 nm para a camada de 11-AMU), menor que
aquela apresentada apenas pela superficie do ouro (6,25 nm). Provavelmente, a monocamada
adsorvida de 11-AMU preenche os espacos vazios da camada de ouro, diminuindo a
rugosidade superficial.

A imagem contendo TRB1-LBD imobilizado sobre a monocamada de tiol apresentou
alguns glébulos de maior intensidade (pontos mais claros), indicando que houve deposicao da
proteina, que ndo sdo observados no substrato sem deposicao, este tltimo ilustrado na Figura
21-A (AuSH). Os pontos mais claros e menores, em relagdo aqueles que constituem as
proteinas, podem ser residuos salinos da solugdo-tampao. Nas imagens 21-C, 21-D e 21-E,
correspondentes aos ligantes T3, T4 e TRIAC, respectivamente (adsorvidos a monocamada de
TRB1-LBD) aparecem globulos maiores em relacdo a imagem contendo apenas o receptor
tireoidiano (Figura 21-B). A morfologia destes globulos assemelha-se a aglomerados,
resultado da interacdo especifica dos hormonios com a regido de ligacdo do receptor
previamente imobilizado.

No geral, hd o aparecimento de uma morfologia heterogénea, associada as adsor¢des
das biomoléculas. Observa-se que ha uma diferenga na intensidade nos pontos das regioes
claras das imagens, que provavelmente correspondem a interagdo receptor-ligante. Na
imagem 21-B, referente ao TRB1-LBD imobilizado, as regides claras sdo mais escassas €
menores. Apds a adsor¢do dos HTs e do analogo, estas regides aparecem maiores, formando
aglomerados. Vale ressaltar que as magnitudes das interagdes do receptor com os hormonios e
o analogo podem ser diferentes, como tem sido relatado por varios estudos a respeito da
afinidade de ligagdo dos HTs com os TRs, em virtude de suas estruturas moleculares™’***.

Como pode ser observado na Tabela 2, o valor de rugosidade da amostra que contém o
TRB1-LBD imobilizado, ¢ menor quando comparado as amostras contento os ligantes

hormonais. Tal fato corrobora o processo de adsorcao dos ligantes.
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5.5 Ressonancia de Plasma de Superficie - SPR

Sensores baseados em SPR sdo capazes de detectar interagdes moleculares pela
variagdo do indice de refragdo de uma camada de transdugdo. Neste trabalho, a técnica de
SPR foi utilizada para investigar as interagdes dos HTs T3 e T4 e dos analogos sintéticos
TRIAC e GC-1 com o receptor TRB1-LBD. Foi utilizado um sensor de SPR funcionalizado
com COOH, ACX Nomadics, o qual possui moléculas previamente imobilizadas contendo
grupos carboxila na superficie. Isso possibilita uma melhor interagdo entre o sensor e a
molécula de TRB1-LBD.

Um fator importante a considerar nas analises de SPR ¢ o baixo peso molecular das
moléculas dos hormoénios (algumas dezenas de Daltons). Este valor ¢ muito baixo quando
comparado ao peso molecular da regido LBD do receptor, em torno de 29,7 KDa, podendo
afetar a resposta do sensor. Desta forma, ¢ desejavel que a concentragdo do receptor seja da
ordem de micromolar, pois este atuard como o “ancorador”, enquanto as solu¢des posteriores
de hormodnios a serem introduzidas no sistema de reconhecimento atuardo como analitos.
Consequentemente, um experimento com este tipo de interagdo requer quantidades saturadas
de receptor, auxiliando na obtengdo de uma resposta instrumental satisfatoria®'.

A curva de SPR obtida durante a adsorcdo da monocamada do receptor sobre a
superficie carboxilada do sensor (COOH/TRB1-LBD) estd mostrada na Figura 22. E possivel
observar o processo de adsor¢ao do receptor sobre o sensor através do incremento do sinal de
resposta. Pode ser verificado também que a adsor¢do completa de uma camada de TRB1-LBD
leva cerca de 300 s, onde o sinal atinge saturagao. ApoOs a adsorcdo, ¢ injetada solugao-
tampao, e observa-se o processo de dessorcao das biomoléculas ndo efetivamente adsorvidas.
Essa dessorcdo ¢ bastante rapida e o sinal estabiliza-se novamente apds certo tempo, voltando
a um novo patamar. Esse sinal residual ¢ indicativo da eficiéncia da adsor¢do das moléculas
de TRP1 sobre a superficie sensora.

Apds a formacdo de uma camada de TRPB1-LBD sobre a superficie sensora, foi
analisada a adsor¢do dos HTs sobre essa camada de receptor. Como mencionado, esse
processo ndo ¢ de facil visualizagdo em medidas de SPR devido ao baixo peso molecular dos

analitos.
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Figura 22. Sensorgrama obtido da inje¢do de TRB1-LBD 8,6 uM sobre o sensor funcionalizado COOH,
ACX Nomadics”.

De fato, em um trabalho de revisio realizado por Homola e colaboradores (1999)%, ¢
ressaltado que o aumento no indice de refragdo produzido pela adsor¢do de moléculas
pequenas pode ndo ser suficiente para uma deteccao direta. Estes autores ainda indicam o uso
de novos ensaios para melhor investigar estas reagdes, por exemplo, os ensaios “sanduiche”,
onde o analito ¢ ligado entre dois anticorpos primarios: o anticorpo de captura, € o anticorpo
de deteccdo'. Esta limitagdo também ¢ mencionada por outros autores, como em Rich e
Myszka (2008)*, os quais analisaram os trabalhos publicados no ano de 2007 que envolveram
a aplicag@o em biossensores Opticos.

No presente trabalho, esta limitagdo foi comprovada. Os experimentos nao foram
satisfatorios e, embora em alguns casos tivessem apresentado variacdes no sinal de resposta,
esse sinal era provavelmente devido a agregacdo dos HTs, pois eram de grande intensidade,
incompativel com uma variagdo no sinal causada pela adsor¢cdo de HTs em relacdo a seus
receptores imobilizados. Um exemplo esta ilustrado na Figura 23, referente aos sensorgramas
obtidos para o sistema com T3, com os quais foram obtidos os melhores resultados. Ressalta-
se que apesar de ndo ser possivel inferir sobre pardmetros cinéticos a partir dessas medidas,
pelas limitagdes discutidas acima, os graficos podem servir para ilustrar o tempo necessario

para o sistema atingir saturagdo. E possivel observar a associacdo entre as moléculas de
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TRB1-LBD e a superficie do sensor, pela variacdo de seu indice de refracdo, ao longo do
tempo. O formato das injecdes 2 e 3, no entanto, ¢ bastante diferente daquele observado para a
injecdo 4 (50 uM). Tanto para as injecdes 2 e 3, e principalmente para a injecdo 4, ndo ¢
esperada uma variacao tdo grande do sinal de resposta, a qual, muito provavelmente ¢ devida
a agregacdo dos HTs na superficie do eletrodo. Moléculas contendo anéis aromaticos sao
frequentemente auto-organizadas através de interagdes m. Desta forma, pode haver este efeito
de interagdo entre as moléculas de hormodnio, as quais sdo compostas por dois anéis

83,84

aromaticos e alguns substituintes reativos, como iodo, hidroxila e carboxila™"".Vale ressaltar

que podem ocorrer também interagdes nao especificas.
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Figura 23. Sensorgrama obtido pela analise das solugdes de 8,6 uM TRB1-LBD e das solugdes 50,0
nM, 500,0 nM e 50,0 uM de T3 na superficie do sensor.

Devido a possivel agregacdo dos HTs na superficie dos sensores, ndo foram
realizados ajustes nas curvas para obtengdo de parametros cinéticos, como constantes de
associacdo (K,) e dissociacdo (Kg4). Contudo, vale mencionar alguns estudos reportados
recentemente, acerca desses parametros. Por exemplo, Huber e colaboradores (2003)*
investigaram a cinética de ligacdo de T3 a duas regides LBD deste mesmo receptor, Ala 317

Thr e Arg 316 His. Foi observado valores de ligagdes entre os dois tipos de TRB1-LBD [Ala
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317 Thr e Arg 316 His, com valores a 4,0 °C de constantes de dissociacao de equilibrio
aparente Kp, 4,7 (+0,9) x 10” ¢ 2,0 (+0,3) x 10”, respectivamente] ¢ o horménio T3 menores
quando comparados a ligacdo entre este mesmo hormonio e a molécula nativa de TRf1, o

qual possui Kp no valor de 5,7 (+5,0) x 107"

5.6  Deteccao de HTs através de Espectroscopia de Impedancia Elétrica - EIS

A funcionalizagao multipla dos eletrodos interdigitados, realizada nesse trabalho, teve
por objetivo promover uma melhor ancoragem das moléculas protéicas sobre os eletrodos.
SAMs de silanos e ti6is*® de cadeias longas (com doze ou mais carbonos) formam um meio
isolante separando o receptor da superficie metalica, minimizando a transferéncia eletronica
na interface eletrodo/SAM/solucdo de analito (meio dielétrico). Medidas de espectroscopia de
impedancia elétrica foram realizadas para os hormonios T3 e T4 e para os analogos sintéticos
TRIAC e GC-1. Nesse caso, nenhuma modelagem acerca dos parametros envolvidos na
resposta elétrica dos eletrodos foi realizada. O intuito primario deste estudo foi de avaliar as
mudangas causadas nas curvas de capacitancia AC dos eletrodos, em fun¢do do tipo de
solucdao de HTs utilizada como analito. O interesse em avaliar os efeitos destes analogos na
camada biorreceptora estd relacionado ao potencial terap€utico destas moléculas nas
disfungdes enddcerinas, como abordado anteriormente na revisao da literatura.

Foram analisados simultaneamente trés sistemas diferentes, similar ao reportado por
Zucolotto e colaboradores (2006)*®, ou seja, foram avaliadas as respostas elétricas de um
mesmo eletrodo em trés situacdes: eletrodo limpo, eletrodo contendo as SAMs de silano e de
tiol (“silatiol”) e o eletrodo contendo TRB1-LBD imobilizado (eletrodo biossensor). Todos os
eletrodos foram imersos nas solugdes de HTs, de TRIAC ¢ de GC-1 a diferentes
concentragdes, seguido da coleta dos valores de capacitancia na faixa de frequéncia
mencionada na se¢do experimental. Os dados de capacitancia foram analisados utilizando-se
PCA, e os resultados e as discussdes sobre a capacidade de deteccdo dos eletrodos serao
descritas considerando-se os graficos desta analise. Como ilustra¢do, no entanto, a Figura 24
mostra uma curva tipica de capacitancia vs frequéncia para o hormonio T4, considerando-se

os trés eletrodos utilizados.
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Figura 24. Curvas de capacitancia obtidas pela imersdo dos eletrodos (A) limpo, (B) contendo SAMs
de silano e tiol - “silatiol” e (C) biossensor em solugdes de diferentes concentragdes de T4.
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Pela andlise da Figura 24 ¢ possivel observar que para o eletrodo limpo, ha uma
variacao do sinal da capacitancia quando este ¢ imerso em solugao-tampao. Contudo, ndo sao
observadas variacOes significativas para as solugdes de T4 a diferentes concentracdes. Este
efeito evidencia que o eletrodo limpo (sem nenhum filme orgénico) diferencia entre a
solugdo-tampao e as demais solucdes, mas ndo é capaz de distinguir entre as diferentes
concentracoes do analito. Quando o eletrodo contendo as SAMs ¢ utilizado (“silatiol”),
observa-se uma variacdo dos valores da capacitancia em funcdo das diferentes concentragdes
de T4. Esta diferenciagdo ja era esperada, justamente pela presenca do filme organico. Nesse
caso, ndo sao esperadas interagdes especificas entre o analito e a camada de SAM. Para o
eletrodo biossensor, que contém o TRP1-LBD imobilizado, observa-se também uma boa
separacdo entre as solucdes utilizadas, principalmente em regides de baixa frequéncia, por
volta de 100 Hz. Uma explicagdo para a variacdo da capacitancia em fun¢do da concentracio

do analito ndo é trivial®®

. Contudo, ¢ sabido que com a adsor¢do das moléculas de analito no
material imobilizado no eletrodo, ocorre um rearranjo i6nico localizado, que pode alterar a
constante dielétrica localmente, resultando na varia¢do da capacitancia.

Os valores de capacitancia obtidos em fun¢do da concentragcdo dos HTs e dos analogos
sintéticos, para os trés eletrodos, foram tratados utilizando-se PCA. A ideia central da
utilizacdo da andlise por PCA ¢ agrupar as variaveis correlacionadas, gerando uma nova
classe de wvaridveis usualmente chamadas Componentes Principais (PCs, Principal
Components). As PCs sao resultados de combinagdes lineares das varidveis originais e t€ém
propriedades importantes na correlacdo destas variaveis. Em uma andlise grafica
bidimensional, as PCs constituem as coordenadas, onde a variagdo dos dados ¢ maximizada
ao longo dos eixos. Os graficos gerados como output da PCA contém informagdes sobre as
espécies analisadas, permitindo a visibilidade de similaridade, agrupamentos e diferencas
entre os dados. Foram escolhidos dois valores de frequéncia para explorar a variabilidade dos
dados: 100 Hz e 1 KHz.

Inicialmente foram plotados os graficos de Loading, utilizando-se o software
Pirouette™. Nessa andlise, é possivel observar como os eletrodos estdo correlacionados entre
si, a um dado valor de concentracdo, com base nas variaveis consideradas, ou seja, os tipos de
eletrodos, os tipos de hormonios e as concentragcdes. Os graficos de Loadings relativos a
concentracdo de 50 nM de HTs e analogos estdo mostrados nas Figuras 25 A (para 100 Hz) e

25 B (para 1 KHz).
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Figura 25. Graficos de Loadings a (A) 100 Hz e (B) 1 KHz resultantes da analise dos trés sistemas de
eletrodos: eletrodo limpo, “silatiol” e biossensor. Todas as combinagdes sdo relativas aos
quatro tipos de hormoénios e analogos, T3, T4, TRIAC e GC-1, na concentragdo de 50 nM.
Tratamento obtido pelo software Pirouette”.

Pelos gréaficos de Loadings da Figura 25 ¢ possivel avaliar a influéncia do tipo de
eletrodo na identificagdo e separacdo dos diferentes HTs e andlogos sintéticos, para a
concentragcdo de 50 nM, escolhida pela proximidade com os niveis encontrados
fisiologicamente. Como pode ser verificado, o eletrodo biossensor sempre se localiza do lado
esquerdo do grafico, com os pontos agrupados. Esse fato ndo ¢ observado para os outros
eletrodos, cujos dados estdo “embaralhados”, o que mostra que realmente o eletrodo

biossensor interage de maneira diferente com os HTs e andlogos, € essa interagdo gera um
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padrao de resposta bastante caracteristico a esse sistema. Ou seja, o eletrodo biossensor ¢
fundamental para a analise e separacao das amostras.

Para melhor visualizar o efeito que cada eletrodo exerce sobre a andlise de
biossensoriamento, foram também estudadas combinagdes bindrias. Foram analisadas as
combinagdes do eletrodo limpo e “silatiol”, limpo e biossensor, ¢ “silatiol” e biossensor. Na

Figura 26 esta mostrado o Loading para a combinagdo dos eletrodos limpo e “silatiol” para as
frequéncias de 100 Hz e 1 KHz.
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Figura 26. Graficos de Loadings a (A) 100 Hz e (B) 1 KHz resultantes da analise binaria dos eletrodos
limpo e “silatiol”. Todas as combinagdes sdo relativas aos quatro tipos de hormdnios e
analogos, T3, T4, TRIAC e GC-1, bem como suas concentragdes, 2,5 nM, 50,0 nM, 500,0
nM e 50,0 pM. Tratamento obtido pelo software Pirouette®.
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Com pode ser verificado, ndo ocorre uma boa separagao dos dados para a combinagao
de eletrodos mostrados na Figura 26, para os eletrodos ndo especificos para o sistema
receptor-ligante de interesse. A 100 Hz, Figura 26-A, este efeito ¢ mais evidenciado, uma vez
que neste caso ndo € possivel diferenciar-se dados comuns em regides especificas do grafico.

Mesmo a 1 KHz, a resposta ainda nao ¢ satisfatéria.

As combinagdes contendo o eletrodo de interesse (biossensor) sao mostradas nas
Figuras 27 e 28.
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Figura 27. Graficos de Loadings a (A) 100 Hz e (B) 1 KHz resultantes da analise binaria dos eletrodos
limpo e biossensor. Todas as combinagdes sdo relativas aos quatro tipos de hormoénios e

analogos, T3, T4, TRIAC e GC-1, bem como suas concentragdes, 2,5 nM, 50,0 nM, 500,0
nM e 50,0 pM. Tratamento obtido pelo software Pirouette®.
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Essas figuras contém os Loadings para as combinacdes eletrodo limpo-eletrodo
biossensor e eletrodo “silatiol”-eletrodo biossensor, respectivamente, nas frequéncias de 100
Hz e 1 KHz. De fato, a natureza de cada eletrodo ¢ comprovada pela localizacao definida dos

dados no grafico. Nestas combinacdes bindrias observa-se claramente que o eletrodo

biossensor ¢ capaz de diferenciar-se em relagdo aos demais.
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Graficos de Loadings a (A) 100 Hz e (B) 1 KHz resultantes da analise binaria dos eletrodos
“silatiol” e biossensor. Todas as combinagdes sdo relativas aos quatro tipos de hormonios e
analogos, T3, T4, TRIAC e GC-1, bem como suas concentragdes, 2,5 nM, 50,0 nM, 500,0
nM e 50,0 pM. Tratamento obtido pelo software Pirouette”.
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De forma geral, como pode ser verificado nas Figuras 27 e 28, os pontos referentes ao
eletrodo biossensor aparecem sempre melhor organizados e separados, a esquerda dos
gréaficos. Isto ¢ resultado da agdo dos ligantes, os quais sdo os responsaveis pela interagdao
especifica com o eletrodo biossensor, classificando-o de modo a distingui-lo dos demais
eletrodos. Desta forma, combinando os trés eletrodos, como previamente ilustrado na Figura
25, ou mesmo de forma binaria (Fig. 26 a 28), a tendéncia perceptivel € a de que o eletrodo
biossensor adquira certa peculiariedade de distingdo quando comparado aos demais eletrodos.

Além disso, nas combinagdes binarias observa-se que a separacdo entre o eletrodo
biossensor e os demais ¢ mais evidenciada na frequéncia de 1 KHz.

Uma vez confirmada a influéncia do eletrodo biossensor na distingdo entre as
amostras, os dados de capacitancia obtidos para os trés eletrodos para as frequéncias de 100
Hz e de 1 KHz foram utilizados como sinal de entrada nas analises de PCA. Foram utilizados
os dados referentes as concentragdes de 2,5 nM, 50,0 nM e 500,0 nM. A Figura 29 ilustra o
grafico de PCA a 100 Hz originado pela andlise dos quatro ligantes: T3, T4, TRIAC e GC-1

nas concentragdes acima citadas.
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Figura 29. Graficos de PCA obtidos a 100 Hz a partir dos valores de capacitancia e nas concentragdes
de 2,5 nM, 50,0 nM e 500,0 nM para GC-1, T3, T4 e TRIAC. Tratamento obtido pelo
software MatLab".

Ressalta-se que nao foram utilizados os dados para a concentragcdo a 50 uM, pois
quando essa concentracao era utilizada na analise, ndo era possivel observar separacao entre

os dados (os dados mantinham-se “embaralhados” no plot do PCA). Uma possivel explicagao
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para esse fato € de que a concentragdo de 50 uM ¢é muito alta, o que satura os sitios de ligacao
da camada biorreceptora, levando a dados incoerentes. O fato de ndo utilizagdo dessa
concentragdo de 50 uM, contudo, ndo é preocupante, uma vez que em sistemas e amostras
fisiologicas reais, os HTs nunca estardao presentes em concentragdes tao altas.

Pela andlise da Figura 29, observa-se que mesmo sem utilizar a concentragdo de 50
UM, os dados podem ser apenas parcialmente separados. Observa-se uma boa separagdo para
os HTs T3 e T4, que se localizam em clusters separados dos outros dados, como evidenciado
nesta figura. Contudo, para TRIAC e GC-1, ndo houve boa separacdo. Ou seja, quando os
dados referentes ao analogo sintético GC-1 sdo plotados no mesmo grafico, ocorre pouca
diferenciacdo entre este e os dados oriundos do horménio TRIAC. Este ¢ um resultado
positivo acerca da interagdo de TRB1 com os hormodnios T3 e T4, afinal estes sdo os dois
metabolitos naturais de maior interesse neste trabalho, pois variagdes nos niveis normais
destes dois HTs podem acarretar sérias disfuncdes no organismo humano.

Esta tendéncia pode ser observada também a frequéncia de 1 KHz, conforme ilustra a
Figura 30. Porém, neste caso, houve maior embaralhamento de dados, ndo sendo observada
separacdo entre o T4, TRIAC e GC-1. Apenas o hormdnio T3 apresentou 6tima distingdo

entre os demais ligantes, refor¢ando sua caracteristica de separag@o para este sistema.

Tampéo
GC-125 nM
GC-150,0 ni
GC-15000 ni
T325nM

T3 50,0 nid
T35000 nM
T4 25 nM

T4 50,0 nid

T4 5000 nivt
TRIAC 2 5 nhd
TRIAC 50,0 ni
TRIAC 5000 nt

[ N

[ S— - :

= 4 = D e

—
T
'
'
"
i
P
'
1
-
'
'
'
'
'
"
-
]
'
'
'
'
'
'
.
'
"
P
'
'
'
'
[
'
'
'
"
0
P
.
]
'
'
'

1] S A e

B -
4
vADd

& 35

Componente Principal 2
g

......4_.
mm

a5 i i I i I i i
-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4
Componente Principal 1

Figura 30. Graficos de PCA obtidos a 1 KHz a partir dos valores de capacitincia e nas concentragdes
de 2,5 nM, 50,0 nM e 500,0 nM para GC-1, T3, T4 e TRIAC. Tratamento obtido pelo
software MatLab".
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Vale ressaltar, de acordo com a Figura 30, que os dados referentes aos ligantes T4,
TRIAC e GC-1 estdo situados a direita do grafico, em contraste com o T3 que em geral
mostra-se a esquerda dos graficos de PCA, no quadrante inferior. De acordo com os eixos
expostos destes graficos de PCA, a localizacdo dos dados em relagdo aos quadrantes também
pode ser analisada. A posi¢do dos dados nos graficos de PCA também pode ser importante.
Por exemplo, a posicdo de T3 ¢ a mais definida, cujos dados estdo localizados sempre no
quadrante esquerdo, para todos os graficos de PCA avaliados.

Considerando a pouca eficiéncia na separagdo entre os HTs e analogos, como
mostrado acima, as analises foram refeitas, na auséncia do andlogo sintético GC-1. Esta
decisdo foi baseada no fato de que este andlogo ndo ¢ presente em fluidos bioldgicos € ndo
comprometerd o biossensoriamento de amostras reais. De acordo com o exposto
anteriormente para a concentragdo de 50 uM, foram obtidos graficos de PCA a partir dos
dados de capacitancia dos trés eletrodos, nas concentragdes de 2,5 nM, 50,0 nM e 500,0 nM,
para os HTs T3, T4 e o analogo TRIAC. Nesse caso, foram adicionados também os dados
referentes a solugdo-tampao. Os graficos foram obtidos a 100 Hz e 1 KHz, como mostrados

nas Figuras 31 e 32.
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Figura 31. Graficos de PCA obtidos a 100 Hz a partir dos valores de capacitancia e nas concentragdes
de 2,5 nM, 50,0 nM e 500,0 nM para T3, T4 ¢ TRIAC. Tratamento obtido pelo software
MatLab®.
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Figura 32. Graficos de PCA obtidos a 1 KHz a partir dos valores de capacitancia e nas concentragdes
de 2,5 nM, 50,0 nM e 500,0 nM para T3, T4 e TRIAC. Tratamento obtido pelo software
MatLab®.

Torna-se possivel observar nas Figuras 31 e 32 uma separacdo bastante satisfatoria
entre os HTs T3, T4 e TRIAC a concentragdes nanomolares, tanto a 100 Hz, quanto a 1 KHz.
Nota-se ainda que a separagdo entre as diferentes concentragdes para um dado HT ¢ melhor
visualizada nos graficos a 100 Hz. Outro fator importante a considerar ¢ a maior separagao
dos dados, tanto em 100 Hz, quanto a 1 KHz, para o horménio T3. Esse fato pode ser
explicado pela alta afinidade desse hormonio pela camada receptora imobilizada no eletrodo
biossensor (TRB1-LBD). Os dados nestas figuras mostram também que o sistema ¢ sensivel a
solucao-tampao, cujos dados localizaram-se sempre afastados dos sinais dos hormonios,
mesmo em concentragdes muito baixas como as utilizadas aqui.

De maneira geral, a separagdo dos dados referentes aos diversos HTs deve-se ao fato
desses hormonios interagirem com diferentes intensidades com o receptor, resultando em
variacoes das propriedades dielétricas da camada receptora, o que altera o sinal da
capacitancia. Em ambos os graficos a 100 Hz e 1 KHz, os dados referentes aos hormdnios T4
e TRIAC permaneceram localizados a direita. Para o hormoénio T3, no entanto, os dados sao
localizados a esquerda. A localizacdo destes dados, representada nestes graficos
bidimensionais, esta intimamente relacionada a natureza e magnitude das interagdes dos HTs

com a superficie dos eletrodos. Nota-se que mesmo para diferentes concentragdes, cada
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analito manteve-se agrupado dentro de seu cluster. E importante observar também a
localizagdo dos pontos referentes a solugdo-tampao. Em nenhum momento estes dados
cruzaram com os dos hormonios, mesmo estes sendo diluidos em solu¢ao de mesma natureza.

Em uma concentracdo definida de 50,0 nM (préoxima a encontrada em amostras
fisioldgicas), o sistema de detec¢@o apresentou uma 6tima separacdo, com todos os hormonios
bastante separados no grafico de PCA, como mostrado na Figura 33, para as frequéncias de
100 Hz e 1 KHz. Ressalta-se que, neste caso, foram considerados inclusive os dados

referentes ao GC-1, e mesmo assim o sistema foi capaz de separar e diferenciar entre os HTs.
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Figura 33. Graficos de PCA obtidos para a concentragdo definida de 50,0 nM de GC-1, T3, T4 ¢

TRIAC a frequéncias de (A) 100 Hz e (B) 1 KHz. Tratamento obtido pelo software
MatLab®.

O uso de um intervalo ou valor de concentragdo definido torna possivel a avaliacao
tanto dos HTs quanto de seus andlogos. Este fato estd completamente relacionado a afinidade
destas moléculas pelo receptor TRB1, pois estando a mesma concentracdo estas moléculas
irdo interagir com TRP1 de acordo com sua natureza estrutural. Como reportado na

3,61

literatura™", e discutido anteriormente, a afinidade dos hormonios e analogos pelo receptor ¢

especifica para cada espécie, logo, os valores de capacitancia obtidos serdo diferentes. Deste
modo, os dados de capacitdncia com pouca varia¢do entre si formaram grupamentos que, por
sua vez, diferenciaram-se de acordo com a natureza da amostra analisada. Estes resultados sao

bastante atraentes para a distingdo em uma concentracdo definida de solugdo ou,
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possivelmente, a uma faixa proxima de concentracdo. Desta forma, um estudo quali e/ou
quantitativo pode ser desenvolvido acerca da deteccdo dos diferentes hormdnios e analogos.
Novamente, o hormonio T3 aparece sempre na parte esquerda dos graficos de PCA.

De maneira geral, ¢ mostrada a utilizacdo da técnica de espectroscopia de impedancia,
mais especificamente, do sinal da capacitancia dos eletrodos, a qual é vantajosa e pode ser
aplicada com grande eficiéncia a deteccao e separacao dos HTs e andlogos sintéticos, em
concentragdes extremamente baixas. Essa capacidade de distincdo baseada nas medidas de

capacitancia ¢ amplificada com o uso das analises por PCA.
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6 CONCLUSOES

O maior desafio para o presente trabalho foi o desenvolvimento de um biossensor
capacitivo para a detec¢do de hormonios tireoidianos e analogos sintéticos, o que ¢ inédito na
literatura, na area de biossensores e diagndstico molecular. Para isso foi utilizado uma
arquitetura de filmes ultrafinos contendo um receptor nuclear TRB1-LBD imobilizado sobre
eletrodos interdigitados. Essa nova arquitetura de imobilizagao utilizou SAMs de silano e tiol,
e o processo foi investigado passo a passo utilizando-se diferentes técnicas espectroscopicas e
morfoldgicas.

A etapa de deposi¢cao das SAMs foi confirmada através de medidas de voltametria, na
qual foi observada a diminuicdo significativa da corrente de oxidagdo de uma espécie redox
pelo eletrodo de ouro, ap6és a deposi¢cdo das SAMs, indicando o bloqueio, ao menos parcial,
da superficie. Posteriormente, a etapa de imobilizacdo do TRB1-LBD foi comprovada por
meio de espectroscopia de FTIR e pela analise morfologica de AFM. Estas duas técnicas
confirmaram também a presenca dos HTs e dos analogos sobre a camada de TRB1-LBD
imobilizada.

O sistema de biossensoriamento foi desenvolvido com base nas ligagdes especificas
dos HTs e de andlagos pelo seu receptor TRBI-LBD, imobilizado em um eletrodo
interdigitado contendo trilhas de ouro, o qual pode avaliar a sua capacidade de ligacdo por
detec¢do direta. Foram analisadas as variagdes da capacitiancia dos trés tipos de eletrodos
utilizados (limpo, “silatiol” e biossensor) quando imersos em diferentes concentragdes dos
HTs e dos andlogos sintéticos. Para melhor visualizagdo, os dados referentes as medidas de
capacitancia dos eletrodos, a frequéncias definidas, foram estatisticamente correlacionados
utilizando-se andlise por PCA. Como resultados, foram gerados graficos bidimensionais que
possibilitaram identificar e separar entre os diferentes HTs utilizados a concentragdes muito
baixas, proximas a 2,5 nM. Esses resultados confirmaram a habilidade dos sistemas aqui
desenvolvidos de detecc¢ao e distingao dos diferentes HTs.

O sistema de detecg¢do desenvolvido neste trabalho ¢ um recurso potencialmente util
para o biossensoreamento de diversos HTs, e pode encontrar aplicagdes em tratamentos
clinicos que envolvem distirbios nos niveis hormonais tireoidianos. Além disso, podera servir
de ferramenta para outros sistemas de reconhecimento bioldgico, diagnosticos clinicos e até

mesmo descoberta de novas drogas.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Possiveis alternativas podem ser ainda exploradas para o melhoramento e continuacao
do desenvolvimento do biossensor para detec¢do de hormonios tireoidianos e andlogos
sintéticos, como a seguir:

- O uso de um método mais brando para o procedimento de silanizagao.

- Realizagdo de um estudo detalhado acerca da imobilizacdo das biomoléculas,
utilizando-se técnicas mais sofisticadas e sensiveis, como elipsometria ou XPS.

- Utilizagdo de novas ferramentas para correlagdo dos dados de capacitincia e
visualizag¢ao dos dados, utilizando-se a faixa completa de frequéncias.

- Utilizacdo do mesmo principio de detec¢do para outros sistemas receptor-ligante.
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