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RESUMO

Almeida, R. M. Estudo espectroscOpico de anticorpos empregando-se
superficies SERS-ativas visando o desenvolvimento de imunossensores. 2016.
158 p. Tese (Doutorado) — Programa de Pés-Graduagdo em Quimica. Instituto de
Quimica, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo.

Este estudo empregou anticorpos que podem ser pecas chaves no eventual
desenvolvimento de imunossensores, devido as suas caracteristicas de seletividade
e consequente determinacdo de espécies de interesse em analises clinicas,
ambiental, salde publica, entre outros. Para isto, foram feitos estudos de espectros
Raman e SERS de anticorpos inteiros e/ou fragmentados (IgG humana, anti-lgG
humana (H+L) e anti-lgG humana (Fab;)). Com isto, foram conhecidos os principais
modos vibracionais destas biomoléculas que sao Uteis para a proposta de se
construir imunossensores. Ambas as técnicas fornecem informagdes a respeito da
estrutura secundaria de proteinas. Quando h& a imobilizacdo dessas biomoléculas
sobre superficies SERS-ativas, € possivel determinar a sua orientagao.
Considerando-se que na técnica SERS existe a possibilidade de se detectar uma
molécula, por meio de hot spots, é importante que as imunoglobulinas estejam sem
impurezas como, por exemplo, a albumina e transferrina no caso de anticorpos
provenientes do soro humano. Assim, foram feitos experimentos de purificacdo dos
anticorpos por meio de colunas de afinidade contendo proteina A, G ou uma mistura
de A e G imobilizadas e, também, separagcdo baseada no ponto isoelétrico. Testou-
se a capacidade de ligacédo (quimissor¢cédo) de IgG humana ou de seus fragmentos
F(ab) sobre superficies de ouro por meio da técnica QCM-D. Para o estudo de
superficies SERS-ativas foram sintetizadas nanoparticulas de ouro (NP-Au), com a
aquisicao de espectros de extingdo no UV-Vis e obtencdo de imagens MEV para
caracteriza-las. Também, foram feitas variagcbes no preparo de nanocubos de ouro
(NC-Au) para obtencdo de nanobastdes de ouro (NB-Au), tendo-se em vista que
estruturas com pontas favorecem a intensificacdo do sinal Raman em superficies
SERS-ativas. Por fim, considerando-se a existéncia de diversas ligagbes S-S,
principalmente na regido denominada dobradica, no espectro SERS de IgGh diluida
e do fragmento F(ab)’ constatou-se o surgimento de uma banda caracteristica de C—
S em 679 cm™. Por isso, foi feita uma proposta da possivel orientacdo desses
anticorpos nédo fragmentados para que assumissem uma orientacdo sobre as
superficies SERS-ativas com caracteristicas semelhantes as dos fragmentos F(ab)'.

Palavras-chave: espectroscopia Raman, SERS, nanoparticulas de ouro (NP-
Au), anticorpos, fragmentos F(ab)'.



ABSTRACT

Almeida, R. M. Spectroscopic Study of antibodies employing SERS-active
surfaces for the development of immunosensors. 2016. 158 p. PhD Thesis —
Graduate Program in Chemistry. Instituto de Quimica, Universidade de S&o Paulo,
Séo Paulo.

This study used antibodies that can be key elements in the possible
development of immunosensors, due to its selectivity and the consequent
determination of species of interest in clinical analysis, environmental, public health,
among others. For this, Raman and SERS spectra studies were made of whole
and/or fragmented antibodies (human 1gG, anti-human IgG (H + L) and anti-human
IgG (Faby)). With this, it were known the main vibrational modes of these
biomolecules, useful for the proposal to assemble immunosensors. Both techniques
provide information on the secondary structure of proteins. When these biomolecules
are immobilized on SERS-active surfaces, it is possible to determine their orientation.
Considering that, in the SERS technique, it is possible to detect a molecule through
hot spots, it is important that the immunoglobulins are free of impurities, such as
albumin and transferrin in the case of antibodies from human serum. Thus,
purification experiments of antibodies were made via affinity columns containing
protein A, G or a mixture of A and G immobilized and also separation based on
isoelectric point. It was tested the binding capacity (chemisorption) of human IgG or
its F(ab)' on gold surfaces by means of QCM-D technique. For the study of SERS-
active surfaces of gold nanoparticles were synthesized (Au-NP), with the acquisition
of extinction spectra in the UV-Vis and obtaining SEM images to characterize them.
Also, changes were made in the preparation of nanocubes gold (Au-NC) to obtain
gold nanorods (Au-NR), having in view that ends with structures favor the
enhancement of Raman signal on SERS-active surfaces. Finally, considering the
existence of various S-S links, particularly in the region called hinge, in the SERS
spectrum of diluted higG and F(ab)', it was found the display of a characteristic band
C-S 679 cm-1. Therefore, a proposal was made about the possible direction of these
non-fragmented antibodies to assume an orientation on the SERS-active surfaces
with similar characteristics to the F(ab)'.

Keywords: Raman spectroscopy, SERS, gold nanoparticles (Au-NP), F(ab)
fragments.
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massa molecular
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(Brometo de
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Letra grega que representa um tipo de cadeia pesada ou
deformacéo

Deoxyribonucleic acid (acido desoxirribonucleico)
Letra grega que representa um tipo de cadeia pesada
Campo elétrico

Elution Buffer (Tamp&o de eluicdo)



EDTA

Fc

GC

GlIn

Glu
Gly-HCI
Go1

G002

IgGh

|gG1

Ethylenediamine tetraacetic acid (Acido etilenodiamino tetra-
acético)

Enzyme-linked immunosorbent assay (Imunoensaio
enzimatico)

Forte e fraca, respectivamente (referente a intensidade de uma
banda)

Fragmento que contém o paratopo, sendo obtido por meio da
clivagem do anticorpo pela protease papaina (duas unidades
por anticorpo)

Fragmento que contém o paratopo, sendo obtido por meio da
clivagem do anticorpo pela protease pepsina (uma unidade por
anticorpo)

Fragmento cristalizavel, sendo obtido por meio da clivagem do
anticorpo pela protease papaina

Letra grega que representa um tipo de cadeia pesada
Grupo controle

Aminoacido glutamina

Acido glutamico ou glutamato

Aminoacido glicina com HCI

Grupo submetido & acdo de papaina 0,1 mg mL™
Grupo submetido & acdo de papaina 0,02 mg mL™
Cadeia pesada

Aminoacido histidina

Imunoglobulina A

Imunoglobulina D

Imunoglobulina E

Imunoglobulina G

Imunoglobulina G humana

Subclasse de imunoglobulina G do tipo 1



19G, Subclasse de imunoglobulina G do tipo 2

19G3 Subclasse de imunoglobulina G do tipo 3

9G4 Subclasse de imunoglobulina G do tipo 4

IgM Imunoglobulina M

Imn Intensidade de um modo vibracional referente a transicdo mn
IPG Immobilized pH Gradient (Gradiente de pH)

IQ-USP Instituto de Quimica da Universidade de S&o Paulo

lo Intensidade da radiagéo incidente

K Letra grega que representa um tipo cadeia leve

Ko Constante de associacao/afinidade

A Letra grega que representa um tipo cadeia leve

L Cadeia leve

LEI Detector de elétron secundéario do tipo “lower detector”
Leu Aminoacido leucina

Lys Aminoacido lisina

M Letra grega que representa um tipo de cadeia pesada
m Média (referente a intensidade de uma banda)

MALDI-TOF-TOF  Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization-Time-Of-Flight-
Time-Of-Flight (Técnica de ionizacdo branda utilizada em
espectrometria de massa para biomoléculas ou moléculas
organicas grandes)

Met Aminoéacido metionina
MEV Microscopia eletronica de varredura
MF ou mf Muito forte e muito fraca, respectivamente (referente a

intensidade de uma banda)
MW Molecular weight (massa molecular)

MWCO Molecular weight cut-off (massa molecular de corte)



A%

NB-Au
NC-Au
NP-Au

OG12PR0O1

OG24PR0O1

pouP
PBS
pH
Phe

pl
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SD

SDS-PAGE

SEl

SERS

SpA

SPR

TEMED

Tris-HCI

Frequéncia da radiacdo espalhada ou estiramento
Nanobastdes de ouro

Nanocubos de ouro

Nanoparticulas de ouro

Método para separacdo de proteinas correspondente a 12
pOcos

Método para separacdo de proteinas correspondente a 24
pOGOS

Momento de dipolo induzido

Phosphate Buffered Saline (Tampéao fosfato salino)
Potencial hidrogenidnico

Aminoacido fenilalanina

Ponto isoelétrico

Quartz Crystal Microbalance (Microbalanca de cristal de
guartzo)

Quartz Crystal Microbalance with Dissipation monitoring
(Microbalanca de cristal de quartzo com dissipacéo de energia)

Standard deviation (Desvio padrao)

Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis
(Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de
sédio)

Detector de elétron secundario do tipo “upper detector”

Surface-Enhanced Raman Spectroscopy (Espectroscopia
Raman intensificada pela superficie)

Proteina A de Estafilococos (SpA)

Surface Plasmon Resonance (ressonancia de plasma de
superficie)

Catalisador N,N,N’,N’-Tetrametiletilenodiamino

Base Tris(hidroxilamina)aminometano com acido HCI
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Trp
Tyr

UV-Vis

Val

Vh

Vi

VS

Aminoécido triptofano
Aminoécido tirosina

Regido do espectro eletromagnético compreendida na faixa do
ultravioleta ao visivel

Sequéncia de aminoacidos que variam em uma cadeia
polipeptidica

Aminoéacido valina

Regido com sequéncia de aminoacidos que variam, de alta
massa molecular

Regido com sequéncia de aminoacidos que variam, de baixa
massa molecular

Versus

Letra utilizada para ilustrar o formato de um anticorpo
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1 INTRODUCAO

Na construcdo de biossensores, as biomoléculas (proteinas, enzimas,
anticorpos, DNA, etc.) devem ser imobilizadas sobre superficies, sendo que a
imobilizacdo deve permitir o reconhecimento do elemento biol6gico por sua molécula
alvo e esta interagcdo ser expressa por meio de um elemento transdutor que
demonstre quantitativamente essa informagdo. A Figura 1 ilustra os principais

componentes de um biossensor (CONROQOY et al., 2009; DORST et al., 2010).

*Analito
*® %
\* * * «—  Anticorpo Imobilizado
(a) Bioreconhecimento M%

[ =

Suporte do Sensor
(b) Transdutor

(c) Leitura ou Display

Figura 1 — Componentes de um biossensor. a) interacdo do analito com o elemento biolégico para
reconhecimento: imobilizacdo do anticorpo especifico por seu respectivo antigeno (roxo). Outros
elementos bioldgicos para reconhecimento incluem enzimas, lectinas, receptores e células
microbianas. b) Transduc¢&o do sinal: converte a interagdo da molécula e analito em um sinal
guantificavel. c) Leitura ou display: apresenta o sinal especifico gerado pela interagdo com o analito
de interesse. Amarelo: analito ndo especifico (adaptado de CONROQY et al., 2009).
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Em relacdo as biomoléculas, os anticorpos sao frequentemente utilizados em
biossensores (denominados como imunossensores) devido a sua especificidade
frente a diversos analitos em uma matriz complexa, que pode ser entendida por
meio da alta constante de associagado/afinidade (Ko) que forma complexos
fortemente combinados (FERRI et al., 1977).

Para que ocorra esta especificidade, diversas forgcas atuam, permitindo a
interacdo do anticorpo com a sua molécula alvo, tais quais: regibes hidrofébicas,
forcas couldmbicas, ligagdes de hidrogénio e forcas de Van der Waals. Essas forcas
estdo diretamente relacionadas a maneira como a molécula de anticorpo esta
organizada em sua estrutura secundaria, de modo que aminoacidos especificos, em
determinadas posicoes, serdo responsaveis pela adequada aproximacao do analito,
sua fixacdo e, consequente, formacdo do complexo com alta constante de
associacao/afinidade (FERRI et al., 1977).

Dentre as possibilidades de se expressar a ligacdo entre os anticorpos-
analitos, imunossensores baseados em métodos eletroquimicos (potenciometria,
amperometria e impedancia), piezoelétricos e opticos (fluorescéncia, SPR, UV-Vis)
sdo comumente utilizados. Em todos estes casos, superficies de ouro podem ser
empregadas para imobilizar os anticorpos diretamente ou por meio de ligantes, tais
como a biotina (CONROY et al., 2009). No entanto, de um modo geral, o sinal
adquirido e traduzido, quer seja da imobilizacdo dos anticorpos ou da interacao
propriamente dita, ndo traz informacfes sobre a orientacdo da biomolécula sobre a
superficie, tdo pouco sobre as regibes por onde ocorreram as interacoes.

Além disto, quando as biomoléculas sédo imobilizadas, deve-se considerar as
mudancas conformacionais (CONROY et al., 2009; KENEGNE-MOMO et al., 2012).

Pois, embora os anticorpos sejam moléculas com alta especificidade, a interacdo
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somente ocorrerd se houver a manutencdo dos sitios de ligacdo, os quais devem
estar disponiveis e, também, a estrutura secundéaria da molécula ndo pode sofrer
significativas alteracées de modo que prejudique a formacédo do complexo estavel,
comprometendo o desempenho do imunossensor (TRILLING, et al., 2013).

Assim, uma das técnicas mais recomendaveis para indicar a imobilizagdo dos
anticorpos sobre superficies (por exemplo, Au), demonstrando a orientacdo da
biomolécula, a sua conformacdo secundaria e interacbes, corresponde a
espectroscopia Raman, pois pode ser utilizada em solugdes aquosas, com a
possibilidade de se mensurar a intensidade do sinal Raman e correlaciona-lo com a
concentracdo do analito, com preparo de amostra relativamente simples e,
associado a microscopia Raman, pode-se obter altos niveis de resolugéo espacial e
de profundidade. Além do que, € uma técnica que permite obter espectros

caracteristicos da amostra (KENGNE-MOMO et al., 2012).

1.1 Anticorpos

Os anticorpos séo proteinas que sdo encontradas no soro e outros fluidos
corporais de animais vertebrados, com a capacidade de se ligar a antigenos (corpos
estranhos ao organismo) para marca-los ou gerar uma resposta imune (ELGERT,
1996; SELA-CULANG, 2013).

A familia de proteinas globulares com a fungéo de se ligar e marcar antigenos
€ chamada de imunoglobulina e, neste contexto, os anticorpos sdo comumente
chamados de imunoglobulinas (ELGERT, 1996).

Os anticorpos tém estrutura similar, com formato de Y, mas respondem

especificamente a corpos estranhos distintos por causa da variabilidade de
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aminoacidos na regido denominada paratopo. No caso dos antigenos, estes
possuem uma regido denominada epitopo, que € a responsavel pela resposta imune
e por onde ocorre a interacdo anticorpo-antigeno. (ELGERT, 1996; SELA-CULANG,

2013).

1.1.1 Estrutura béasica dos anticorpos

Os anticorpos sdo formados por duas subunidades denominadas cadeias
leves (do inglés, light chain) e cadeias pesadas (do inglés, heavy chain) que séo
unidas por ligacdes dissulfidicas. Também, ocorre ligacdo entre as cadeias pesadas
pelo mesmo tipo de ligacdo entre os aminoacidos cisteinas (Cys). Por fim, ha uma
regido que confere flexibilidade aos anticorpos no processo de interacdo anticorpo-
antigeno (Ab-Ag) denominada regido de dobradica (do inglés, hinge region) (FERRI
et al., 1977; ELGERT, 1996; MURRAY et al., 2009).

Tanto a cadeia pesada quanto a leve possuem regides com sequéncias de
aminoacidos constantes (C) e outras com aminoacidos variaveis (V). Justamente na
regido variavel das cadeias leves (V) e pesadas (Vy) é que ocorre a especificidade
dos anticorpos (paratopo) pelos antigenos. As cadeias pesadas possuem
aproximadamente 220 aminoacidos (massa molecular de 55.000 Da), enquanto a
leve 110 (massa molecular de 25.000 Da) (HARLOW & LANE, 1988; ELGERT,
1996; MURRAY et al., 2009).

A Figura 2 ilustra a estrutura béasica dos anticorpos, onde V. e Vy
correspondem as cadeias variaveis leves e cadeias pesadas, bem como C, e Cy séo

as cadeias constantes leves e pesadas, respectivamente (ELGERT, 1996).



Tese de Doutorado 29
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Figura 2 — Representacdo esquematica das diferentes regides de um anticorpo (Adaptado de
ELGERT, 1996).

1.1.2 Classes de IgG humana (IgGh)

As classes de IgGh diferem-se entre si pelo tipo de cadeia pesada (sequéncia
de aminoacidos). Estas eram denominadas pelas letras gregas q, vy, 4, 0 e €, sendo
que atualmente sdo conhecidas como IgA, 1gG, IgM, IgD e IgE. Em relacdo a cadeia
leve, existem apenas dois tipos: K € A. A Tabela 1 apresenta as caracteristicas das
cinco classes de anticorpos e a Figura 3 a estrutura de algumas imunoglobulinas

(FERRI et al., 1977; HARLOW & LANE, 1988; MURRAY et al., 2009).
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Tabela 1 — Classes de anticorpos (Adaptado de HARLOW & LANE, 1988).

Caracteristicas IgG IgM IgA IgE IgD
Cadeia pesada % 1 a € ¢)
Cadeia leve KouA Kou A Kou A KouA Kou A
Formula (MoK2)s5 ou (azkp), ou
Y2Ko OU YoM, 2 Znen €Ky OU Eo5M, O2Ks ou O\,
molecular (M2A2)s (a2A2)n
Mono, di ou
Estrutura Y Monomero Pentamero i Monomero Monomero
trimero
Valéncia 2 10 2,40u6 2 2
Concentragéo no 1 1 1 10-400 ng 1
8-16 mg mL 0,5-2 mg mL 1-4 mg mL 1 0-0,4 mg mL
soro mL
. Protecéo
Protecéo de
. Resposta Resposta contra )
Funcéo . . membranas ) Indeterminada
secundéria priméaria parasitas
de mucosas o
(hipotese)
n=1,2o0u3
IgM monomérica IgD IgG1 lgG2 1gG3 IgG4

\V/

1 3
2 —

1
IgM pentamérica lgA1 IgA2 IgA secretora IgE

1 = cadeia J (26 kDa); 2 = ligagoes dissulfeto; 3 = peca secretora (26 kDa)

Figura 3 — llustracdo das estruturas das imunoglobulinas (A, D, E, G e M) (Adaptado de MURRAY et
al., 2009).
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1.1.2.1 Imunoglobulina A (IgA)

As IgA podem apresentar-se na forma de um mondémero, dimero ou trimero,
sendo o dimero o isotipo mais comum. Porém, nenhuma dessas formas atravessa a
placenta. Em relacdo a sua composicdo, os dimeros possuem massa molecular de
390.000 Da, sendo que as duas unidades sédo interligadas por um peptideo
denominado cadeia J (26.000 Da) e outro denominado componente ou peca
secretora (26.000 Da). As IgA ocorrem em secrecOes externas (saliva, lagrima,
colostro e fluidos que recobrem as mucosas dos tratos respiratorio, gastroentérico e
urinario) e garantem a defesa do corpo humano contra germes e penetracao de
alérgenos (FERRI et al., 1977, HARLOW & LANE, 1988; SNOECK et al., 2006;

MURRAY et al., 2009).

1.1.2.2 Imunoglobulina G (IgG)

As IgG possuem a mesma massa molecular dos mondémeros de IgA, com
aproximadamente 440 aminoacidos. Mas, diferentemente das IgA, as IgG
atravessam a placenta e conferem aos recém-nascidos a defesa contra a invaséo de
micro-organismos nos primeiros meses. Esta capacidade de penetracdo placentaria
esta relacionada a composicdo quimica da regido denominada Fc (do inglés,
fragment crystallizable) (FERRI et al.,, 1977, HARLOW & LANE, 1988). Sabe-se,
também, que correspondem a 75% das imunoglobulinas do soro humano em adultos

saudaveis (HAMILTON, 1987; MURRAY et al., 2009).
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1.1.2.3 Imunoglobulina M (IgM)

A IgM apresenta-se na forma de pentamero devido a ligacfes dissulfidicas,
cujos mondmeros séo ligados por meio da cadeia J, tal qual ocorre na IgA. As
unidades podem ser separadas por reducéo branda, resultando em monémeros com
massa molecular de 180.000 Da, sendo sua cadeia pesada maior do que a de IgG

(FERRI et al., 1977; MURRAY et al., 2009).

1.1.2.4 Imunoglobulina D (IgD)

Em relacdo a sua composicdo, as IgD apresentam-se na forma de
mondmeros, cujas cadeias pesadas possuem 70.000 Da e estdo ligadas por apenas
uma ligacao dissulfidica. Elas ja foram identificadas em soro de paciente portador de
mieloma, podem possuir atividade antigénica contra nucleoproteinas e insulina

(portadores ou néo de diabetes) (FERRI et al., 1977; MURRAY et al., 2009).

1.1.2.5 Imunoglobulina E (IgE)

As IgE possuem cadeia pesada com massa molecular de 75.000 Da. Elas
podem gerar reacBes anafilaticas quando sua porcdo Fc fixa-se nos tecidos e
permite a liberacdo de substéncias farmacoldgicas ativas, estdo presentes no
colostro materno e héa correlacdo entre este anticorpo e infec¢cdes por helmintos

(FERRI et al., 1977; MURRAY et al., 2009).
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1.1.3 Subclasses de IgG humana

Cada IgG possui 12 ligacdes de dissulfeto intra-cadeias, resultando nos
chamados dominios das IgG. Ja as ligacdes inter-cadeias sdo diferentes em cada
uma das subclasses, conforme é apresentado na Figura 4, sendo que essas sao
responsaveis pelas ligacdes da cadeia leve e pesada na porcao variavel, bem como

das pesadas na porgéo constante do anticorpo (LIU & MAY, 2012).
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Figura 4 — Esquema ilustrando a constituicdo de cada subclasse de IgGh (LIU & MAY, 2012).

Na Tabela 2 é apresentada a composi¢cdo do soro humano em relagdo as

subclasses de IgG.
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Tabela 2 — Composicdo do soro de IgG em adultos (HAMILTON, 1987).

IgG %
1 60,3-71,5
2 19,4-31,0
3 5,0-8,4
4 0,7-4,2

1.1.4 Interacdo entre anticorpos e antigenos

A especificidade de anticorpos por um antigeno é regida pela
complementaridade entre o epitopo e o0 paratopo. Assim, quanto maior for
especificidade, menor sera a quantidade de rea¢fes cruzadas.

As interagdes ndo séo covalentes, mas os complexos formados sdo muito
estaveis. Sendo que as caracteristicas que favorecem a aproximacdo sao atribuidas
a: 1) hidrofobicidade das cadeias laterais dos aminoacidos valina (Val), leucina (Leu)
e fenilalanina (Phe) que permitem a aproximacdo das moléculas e,
consequentemente, dos grupos que interagirdo; 2) forcas couldmbicas entre grupos
ionizados (por exemplo, —NH3* e —-COO’) das cadeias laterais, podendo
corresponder aos sitios de ligacdo Ab-Ag; 3) ligacdes de hidrogénio que séo,
geralmente, em maior niumero e ocorrem quando as distancias sdo menores; 4)
forcas de Van der Waals quando o anticorpo e antigeno distam de 5 A (FERRI et al.,
1977).

Desta maneira, quaisquer modificacbes que forem feitas nos anticorpos, a
regido de ligacdo (paratopo) deve ser preservada. Por isso, reducdes e
desnaturacdes ndo podem ser feitas em sistemas que se deseja a formacdo do

complexo Ab-Ag.
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1.1.5 Fragmentacdo de imunoglobulinas

A elucidacdo de wuma classe especifica de imunoglobulinas, as
imunoglobulinas G (1gG), foi realizada por Edelman e Porter no final dos anos 1950 e
inicio dos anos 1960. O primeiro tratou essa molécula usando diferentes reagentes
quimicos, enquanto que o segundo baseou-se na degradacdo desta proteina por
meio do uso de uma protease (papaina) (ELGERT, 1996).

Ao utilizar diferentes reagentes quimicos (ditiotreitol, iodoacetamida e agente
desnaturante), Edelman conseguiu separar subunidades grandes de 50 kDa e
subunidades pequenas de 23 kDa, denominado-as como cadeias pesadas e cadeias
leves, respectivamente. No processo de digestdo proteolitica utilizando papaina,
Porter identificou a geracdo de trés fragmentos com massas moleculares
semelhantes (50 kDa), mas com cargas diferentes. Dois fragmentos, chamados de
fragmentos F(ab) (do inglés, fragments of antigen-binding) com massa molecular de
aproximadamente 40 kDa, idénticos e com sitios para a ligacdo com antigenos. O
outro fragmento, denominado Fc, ndo tinha a capacidade de se ligar aos antigenos e
guando eram estocados a baixas temperaturas e em pH proximo ao neutro,
cristalizavam-se. Por meio desse experimento, Porter concluiu que a razédo F(ab) e
Fc € 2:1. (ELGERT, 1996; KERR, 2006).

Nisonoff utilizou uma protease diferente, a pepsina, e demonstrou em seus
estudos a geracédo de fragmentos F(ab),’, que corresponde a dois fragmentos F(ab)’
ligados que podem ser separados quando sdo tratados com agentes redutores
(ELGERT, 1996).

De acordo com o tipo de fragmento desejado, podem ser empregados trés
tipos de fragmentacédo, conforme esta ilustrado por meio da Figura 5:

1) uso da enzima pepsina, gerando um fragmento F(ab),’, com ~100 kDa;
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2) uso da enzima papaina, gerando dois fragmentos F(ab), com ~50 kDa

cada;

3) uso de meio redutor, alquilagdo e acidificacdo, gerando dois fragmentos

correspondentes as cadeias pesadas,

com

~50 kDa e dois fragmentos

correspondentes as cadeias leves, com 23 kDa.
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Figura 5 — Esquema contendo trés maneiras de fragmentar IgG (Adaptado de ELGERT, 1996).

No processo de fragmentacdo por meio de pepsina, além do fragmento

F(ab),’, sdo gerados diversos fragmentos pequenos. Isto ndo ocorre no processo

que envolve a papaina, pois além dos dois fragmentos F(ab) gerados, o fragmento

Fc permanece intacto (ELGERT, 1996). Desta forma, ele pode ser retido do meio
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reacional utilizando-se proteina A ou G. Pois, possuem cinco e dois dominios,
respectivamente, que se ligam especificamente ao fragmento Fc (TRILLING, 2013).
Outras enzimas como a bromalina, ficina e elastase podem ser utlizadas para
fragmentar anticorpos. Mas, frequentemente se utiliza a papaina (LUO et al., 2002).
A papaina é uma cisteino protease que possui os dominios L e R em sua
estrutura bilobada com o sitio catalitico na cavidade dos dominios, conforme é

ilustrado na Figura 6.

Dominio L Sitio Catalitico Dominio R

Figura 6 — Estrutura bilobada da enzima papaina com ilustra¢do dos dominios L (C-terminal) e R (N-
terminal), bem como do sitio catalitico na reentrancia dos dominios (DUARTE, 2008).

Em relag&o ao sitio ativo, a existéncia da cisteina no dominio L e da histidina
no dominio R permite a agéo catalitica da enzima. Outros aminoacidos também séo
Uteis no processo, que estdo na seguinte ordem de ligacdo na cadeia polipeptidica:
glutamina (GIn19), cisteina (Cys25), histidina (His159) e asparagina (Asnl175). Para
que ocorra catélise, a glutamina estabiliza a estrutura tetraédrica intermediéria na
hidrélise do substrato (anticorpo, por exemplo) e a histidina faz a orientacao do anel
imidazolico. Ja a cisteina, na forma ionizada, atua como nucledfilo, conforme sera
demonstrado (Figura 7). Na forma ativada da enzima, € formado o par tiol-imidazol

que estardo carregados durante a atividade catalitica, demonstrando-se a
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dependéncia do pH para a clivagem e regeneracdo do sitio catalitico (DUARTE,
2008).
O mecanismo de fragmentacdo pela acdo da enzima papaina esta

apresentado na Figura 7, com destaque para a acao da Cys e His.
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Figura 7 — Mecanismo de catalise utilizado por cisteino protease (DUARTE, 2008).
Na ilustracdo acima, o grupo tiol da Cys reage com a carbonila do substrato,

resultando na perda da porcédo C-terminal (R'NH,), acetilando a enzima que reage

com a agua para formar o produto (RCOOH) por deacilacdo, resultando na
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regeneracao da estrutura da enzima, permitindo que o ciclo catalitico seja reiniciado
(DUARTE, 2008).

Para que a catélise seja finalizada, utiliza-se iodoacetamida a fim de se
inativar a Cys do sitio ativo, sendo que essa substancia reage irreversivelmente com
a papaina, impedindo-se que o substrato seja atacado por este nucledfilo, conforme

est4 ilustrado na Figura 8.

/\ HaN Enzima
H:N S Cys — - S/\C -~
W AN Enzima \l(\ »
0
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Figura 8 — Mecanismo de inativacdo de uma cisteino protease.

1.1.6 Imobilizacao de imunoglobulinas

O uso de fragmentos F(ab)’ ou F(ab),’ tem sido uma alternativa na construgao
de imunossensores, tendo-se em vista que as orientacbes adotadas por essas
moléculas, no processo de imobilizacdo, permitem a ligacao de até 2,5 vezes mais
analitos do que quando se utiliza o anticorpo inteiro (TRILLING et al., 2013).
Também, ha estudos que compararam a eficiéncia de imunossensores que
utilizaram fragmentos F(ab)’ e F(ab),’ (VIKHOLM, 2005).

As superficies nas quais os anticorpos ou seus fragmentos podem ser ligados
sdo as mais variadas possiveis. Na técnica ELISA (do inglés, enzyme-linked
immunosorbent assay — ELISA), uma placa de poliestireno € o suporte para as
biomoléculas. Ja nas técnicas de QCM (do inglés, quartz crystal microbalance —

QCM) e SPR (do inglés, surface plasmon resonance — SPR), por exemplo, séo
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utilizados sensores de ouro, onde ocorre a imobilizacdo direta ou indireta dessas
biomoléculas (TRILLING, 2013).

Com o avanco de tecnologias baseadas em particulas com tamanhos
menores do que 100 nm, amplamente conhecidas como nanoparticulas, a
imobilizacdo de anticorpos ou de seus fragmentos também tem sido explorada. O
interesse por superficies metélicas em escala nanométrica ocorre, principalmente,
por causa de suas caracteristicas opticas e eletronicas (ESCOSURA-MUNIZ et al.,

2010).

1.2 Nanoparticulas metalicas

Em relacdo as particulas metalicas em escala nanométrica, estas possuem
propriedades Opticas e eletronicas distintas do bulk.

No bulk os elétrons livres sdo responsaveis pela condutividade elétrica e alta
refletividade Optica. Ja as nanoparticulas possuem superficies que se destacam por
apresentar um fendébmeno chamado plasmon, que consiste na oscilagdo coletiva dos
elétrons superficiais (elétrons de conducédo) (BRONGERSMA & KIK, 2007).

Este fendbmeno ocorre quando as particulas sdo menores do que o
comprimento de onda da radiacédo eletromagnética incidente (AROCA, R., 2006). O
resultado corresponde a geracdo de um campo elétrico local, conforme Figura 9

(BRONGERSMA & KIK, 2007).
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Figura 9 — Representacao de uma nanoparticula exposta um campo elétrico (a), tem seus elétrons
deslocados conforme tracejado (b-c). A polarizacéo das cargas na superficie aplica uma forga
restauradora nos elétrons (BRONGERSMA & KIK, 2007).

7z

Uma das técnicas que se utiliza de tal caracteristica, isto €, geracdo do
campo elétrico local, corresponde a Surface-Enhanced Raman Spectroscopy
(SERS). Para tanto, as nanoparticulas metalicas comumente utilizadas séo: Cu, Ag
e Au. Também, diferentes formas podem ser obtidas, por exemplo, esferas, bastdes,
fios, cubos, entre outros (KUMAR, 2009).

A obtencéo das NP pode ser feita com base em duas abordagens conhecidas
como “top-down” e “bottom-up” (Figura 10). Na primeira, parte-se de um bulk e, por
meio de gravagOes, sdo produzidas as estruturas em nanoescala, destacando-se a
fotolitografia e a litografia por feixe de elétrons. A vantagem € o controle sobre as
formas e a desvantagem estd associada ao custo do material e maquinario. Na
segunda abordagem, a constru¢do das nanoestruturas da-se pelo controle em nivel
atdbmico, isto é, sdo utilizadas rotas sintéticas que constroem as estruturas de
interesse. Como vantagem, pode-se citar a facilidade e velocidade de produgdo. Em
contrapartida, pode-se ocorrer uma grande dispersdo do tamanho e forma das

nanoestruturas (KUMAR, 2009).
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Figura 10 — llustragdo de métodos de preparagdo de nanoparticulas metalicas (Adaptado de KUMAR,
20009).

Em relacédo a abordagem do tipo “bottom-up” é possivel preparar NP a partir
do crescimento das estruturas conhecidas como sementes. Esse crescimento pode
ser feito controlando-se a deposi¢do do ion metélico, que sera reduzido, sobre as
diferentes faces do cristal formado, conforme pode ser ilustrado na Figura 11

(SAJANLAL et al., 2011).
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2 Nanocristais
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Figura 11 — llustragdo de etapas de rea¢des que resultam em NP metdlicas com diferentes formas.
ApOs a formagédo de nucleos (pequenos clusters), os seeds tornam-se cristais Unicos, geminados ou
multiplos geminados. Falhas no empilhamento geram placas. As coloragfes verde, amarelo e roxo
representam as faces (100), (111) e (110), respectivamente. O parametro R é definido como a razédo
entre a taxa de crescimento ao longo das dire¢des (100) e (111). Os planos séo delineados com
linhas rosas (Adaptado de SAJANLAL et al., 2011).

1.3 Surface-Enhanced Raman Spectroscopy — SERS

O fendbmeno SERS esta relacionado a amplificacdo dos sinais Raman de
moléculas localizadas em superficies cuja composicdo € metalica e nanométrica,

principalmente Au e Ag (COSTA et al.,, 2011). No entanto, Cu é outro metal que
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também pode ser utilizado, assim como em Pt e Pd (FARIA et al., 1999; AROCA,
2006).

A intensificacdo dos sinais Raman de moléculas localizadas sobre essas
superficies varia de 10° a 10'°. Sendo que o processo de adsorcéo envolvido pode
ser fisico ou quimico (AROCA, 2006).

A fim de se explicar o efeito SERS, dois modelos foram propostos: o
eletromagnético e o molecular (ou quimico). Em ambos, a intensidade do
espalhamento Raman (I) é proporcional ao quadrado do momento de dipolo induzido
na molécula (o) pela interacdo desta com a radiacdo incidente (lo), conforme é

demonstrado na Equacéao 1.

2

167 .
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(Equacéo 1)

onde I, € a intensidade do modo vibracional referente a transicdo mn, lp a
intensidade da radiacédo incidente, v a frequéncia da radiacdo espalhada e a; 0
tensor de polarizabilidade do momento de transicdo mn (FARIA et al., 1999; SALA,
2008).

Também, é possivel que o momento de dipolo induzido da molécula seja

proporcional ao campo elétrico (Equacgéao 2), onde se tem:

F=0aE  (Equacio 2)
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onde E corresponde ao campo elétrico em NC™ ou V m™, P é o momento de
dipolo elétrico induzido da molécula em Debye (D), sendo que 1 D = 3,336 X 10 C
m e « é a polarizabilidade em C* m? J*!, de modo que J = C V (AROCA, 2006).

No modelo eletromagnético a intensificacdo do espalhamento Raman esta
associada a distancia da molécula em relagdo a superficie metélica e os espectros
obtidos sdo semelhantes aos da molécula em solugéo, considerando-se que nédo ha
contato direto desta com o metal.

Ja no modelo molecular a interagdo da molécula com a superficie metalica
conferirdA uma mudanga na polarizabilidade molecular, devido a formacdo de
complexos de transferéncia de carga, ligacées quimicas ou interacdes eletrostaticas.
Assim, o espectro Raman obtido poderd divergir dos espectros originados em
solucéo (FARIA et al., 1999).

No processo de quimissor¢cdo, € comum a formacéo de ligacdes covalentes
entre o metal, por exemplo, a Ag, e &omos como N, S, O ou halogénios presentes
nas moléculas quimissorvidas, sendo possivel a aquisicdo de seu espectro Raman
intensificado (AROCA, 2006).

No caso do campo elétrico, este pode ser aumentado devido ao tamanho
nanomeétrico ou superficies com saliéncias (superficies rugosas) que possuem
capacidade de absorver a luz e gerar um fenbmeno conhecido como ressonancia
plasmbnica superficial, que corresponde a uma oscilacdo coletiva dos elétrons de
conducdo do metal ao serem excitados em ressonancia por meio da luz visivel ou
infravermelho préximo (FARIA et al., 1999). A Figura 12 ilustra a interacdo da

radiacéo eletromagnética com a nanoparticula (HAYNES et al., 2005).
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Estrutura nuclear
da nanoparficula -

Mudanca na nuvem
de elétrons de condugao

Figura 12 — llustracdo da excitacao plasmdnica superficial local de nanoparticula esférica pela
radiacéo eletromagnética incidente (Adaptado de HAYNES et al., 2005).

O fenbmeno SERS né&o ocorre em superficies sem rugosidades. E, quando
ocorre a oscilacdo coletiva dos elétrons e, consequente ressonancia, o campo
elétrico local dessas superficies plasmoénicas € intensificado. Portanto, pelo fato da
intensidade Raman ser proporcional ao campo elétrico, caso este seja aumentado,
moléculas proximas ou ligadas a superficies com essa caracteristica terdo seus
sinais Raman intensificados (AROCA, 2006). Como consequéncia do campo elétrico
local, o processo de intensificacdo de sinais Raman permite a deteccdo e
caracterizacdo estrutural de moléculas fisi ou quimissorvidas em baixas
concentracdes, podendo chegar a um limite de detec¢cdo de uma molécula (COSTA
et al., 2011).

No caso dos anticorpos, estes possuem ligagdes de dissulfeto que podem
permitir a quimissor¢do do tipo S—Au, S-Ag ou S-Cu, de acordo com a
nanoparticula utilizada. Assim, esses metais (Au, Ag ou Cu) podem ser utilizados
para ndo somente suportar biomoléculas, mas também para intensificar os seus
sinais Raman e permitir a identificacdo de sua imobilizagdo por meio de sua
caracterizacado espectroscopica.

Em relacdo as estruturas de NP que favorecem o efeito SERS, destacam-se
aquelas que possuem pontas, pois ocorre a concentracdo do campo elétrico,

conforme pode ser ilustrado por meio da Figura 13, onde ilustra alguns formatos de
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NP que promovem este fenomeno (HAO & SCHATZ, 2004). Estas morfologias
apresentam caracteristicas vantajosas para as técnicas SERS, cuja intensificagdo do

campo elétrico local permite a amplificagdo dos sinais Raman de moléculas
t‘
N

a
C '
1

Figura 13 — Contornos externos da intensificacdo do campo elétrico (E) para monémeros com
diferentes formas. (a) e (b) estdo os contornos externos da intensificacdo do campo elétrico para
prisma triangular polarizado ao longo de dois eixos de simetria primario, (c) e (d) estdo os contornos
externos da intensificacdo do campo elétrico para um bastéo e esferoidal polarizado ao longo de seus
eixos longitudinais. As setas mostram onde estdo os campos elétricos maximos (HAO & SCHATZ,
2004).

localizadas em tais regioes.
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1.3.1 Espectroscopia Raman de proteinas

Para proteinas, diversas informacfes podem ser obtidas por meio da
espectroscopia Raman, desde a maneira como elas se organizam, no que diz
respeito as suas estruturas secundarias (a-hélice, folha-p e orientacdo randémica),
bem como a cadeia lateral de alguns aminoacidos que as constituem, conforme sera

apresentado a sequir.
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1.3.1.1 Estrutura secundaria

A estrutura secundaria de proteinas pode ser determinada por meio da
espectroscopia Raman. Para isto, a molécula N-metilacetamida (CHz;—CO-NH-CHy3)
€ amplamente utilizada como modelo para determinar os modos vibracionais de
proteinas e peptideos, correlacionando-os com aqueles presentes nessa amida
(AREAS & KAWANO, 1991; ANDRUSHCHENKO, V. et al., 2009).

Para a construcdo de imunossensores, 0 conhecimento das bandas
relacionadas as estruturas secundarias pode fornecer, por exemplo, uma relacéo
entre a intensidade de seu sinal Raman com a concentragcdo de uma determinada
espécie, como foi demonstrado por Balzerova e colaboradores (BALZEROVA et al.,
2014).

Assim, sabendo-se que o conhecimento de qual(is) banda(s) caracteriza(m)
a(s) estrutura(s) secundaria(s) de proteinas, a seguir, sdo apresentados os modos
vibracionais relacionados as vibracées amida no plano e fora do plano, bem como
guais sdo correlacionados as suas estruturas secundarias em estudos por
espectroscopia Raman.

Os modos vibracionais que ocorrem entre 600-1800 cm™, sdo associados a 4
bandas caracteristicas denominadas como amida I, II, Ill e IV. Dentre estas,
destacam-se as bandas | e Ill que contém informacdes relacionadas as estruturas
secundérias das proteinas (AREAS & KAWANO, 1991; COELHO, 2013).

As bandas referentes a modos vibracionais fora do plano, denominadas
amida V, VI e VII, possuem intensidades fracas na espectroscopia Raman. Também,
outras duas bandas relacionadas a uma ressonancia de Fermi sdo caracteristicas,
sendo denominadas Amida A e B e que correspondem ao primeiro estado

fundamental do estiramento NH (3236 cm™) e a primeira harmonica da vibracdo
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amida Il (3134 cm™) que apresentam um efeito de ressonancia, gerando bandas
intensas em 3280 e 3090 cm™ (AREAS & KAWANO, 1991; COELHO, 2013).

Portanto, os modos vibracionais no plano da N-metilacetamida que sao
relacionados as amidas |, I, Ill e IV, pois apresentam bandas intensas na
espectroscopia Raman (AREAS & KAWANO, 1991; COELHO, 2013), sdo descritos
abaixo.

1) Amida I: ocorre em 1650 cm™ e é associada ao estiramento C=0O (80%)
com contribuicbes menos significativas do estiramento CN (10%) e deformacéo
angular NH (10%).

2) Amida II: ocorre em 1550 cm™ e é associada & deformacdo angular NH
(60%) e ao estiramento CN (40%).

3) Amida III: ocorre entre 1230 a 1300 cm™ e é associado ao estiramento CN
(40%), a deformacéo angular NH (30%) e ao estiramento CH3—C (20%).

4) Amida IV: ocorre em 630 cm™ quando a amida é do tipo R-CH»-CO-NH-R e

em 780 cm™ quando H-CO-NH-R. Sendo associada & deformagdo O=CN.

Como ja citado anteriormente, as bandas referentes a amida | e Ill podem ser
correlacionadas com as estruturas secundarias (FERRARO & NAKAMOTO, 1994).
Tal organizacdo da-se por especificas ligacbes de hidrogénio e angulos diedros (¢,
Y) da cadeia polipeptidica, formando estruturas conhecidas como a-hélice, folha-p e
orientacdo randdémica (OSHOKOYA & JIJI, 2015). Na Figura 14 apresenta-se um

peptideo com seus angulos diedros.
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Figura 14 — Esqueleto de um peptideo de proteina apresentando os angulos diedros phi (9) e psi (p)
(OSHOKOYA & JIJI, 2015).

Os métodos mais comuns para quantificar as estruturas secundéarias sao:
cristalografia de raios-X, ressonancia magnética nuclear e dicroismo circular,
complementados pelos métodos vibracionais infravermelho, espectroscopia Raman
e Raman ressonante e, mais recentemente, a técnica DUVRR (do inglés, Deep-
Ultraviolet Resonance Raman - DUVRR) (OSHOKOYA & JIJI, 2015).

Em termos qualitativos, na Tabela 3 sdo apresentadas as bandas associadas

as estruturas secundarias de proteinas (FERRARO & NAKAMOTO, 1994).

Tabela 3 — Bandas Raman referente as estruturas secundarias de proteinas (FERRARO &
NAKAMOTO, 1994).

Estrutura secundaria Amida | Amida lll
a-hélice 1645-1600 1300-1260
folha-p 1680-1658 1243-1230
Randémica 1665-1660 1234

As estruturas secundarias folha-p3 e orientacdo randémica apresentam banda
amida Ill menos intensa do que a de a-hélice. No entanto, em relacdo a banda
amida |, a o-hélice apresenta banda menos intensa do que as duas outras

conformacgdes. A intensidade da banda pode ser associada a existéncia de maior ou

menor quantidade de uma determina estrutura (FERRARO & NAKAMOTO, 1994).
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1.3.1.2 Cadeia lateral

Alguns aminoéacidos possuem cadeias laterais que sdo polarizaveis. Neste
caso, quando ocorre a interacdo destes com a radiacdo eletromagnética, o
espalhamento inelastico devido aos modos vibracionais dessas espécies ocorre, de
modo que bandas caracteristicas podem ser identificadas na espectroscopia Raman.

Os aminoéacidos aromaticos tirosina (Tyr), triptofano (Trp) e fenilalanina (Phe);
0s acidos aspartato (Asp) e glutamato (Glu); o basico histidina (His); o alifatico
metionina (Met) e o polar ndo carregado cisteina (Cys), assim como sua forma
oxidada cistina, podem ser espécies identificadas por suas bandas caracteristicas
(VOET & VOET, 2006; AREAS & KAWANO, 1991; FERRARO & NAKAMOTO,
1994).

A respeito destes aminoacidos, algumas bandas caracteristicas estéo
elencadas abaixo (AREAS & KAWANO, 1991).

1) modo vibracional relacionado a ionizacdo do grupo fendlico, bem como a
respiracdo do anel da Tyr, por meio da analise do dubleto em 830/850 cm™;

2) modos vibracionais referentes ao anel indol do Trp em 880 e 1360 cm™;

3) modos vibracionais associados as formas tautoméricas do anel imidazélico
da His em 1260 a 1282 cm™;

4) ligacbes C-S da Met e Cys, como também S-S da cistina;

5) ligacdo S—H em 2600 cm™;

6) modos vibracionais atribuidos ao anel da Phe em 1005 cm™;

7) ionizagdo do grupo carboxilico presente nos aminoacidos acidos Asp e Glu,

apresentando uma banca caracteristica em 1417 cm™.
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Assim, em termos qualitativos, € possivel determinar os principais modos
vibracionais de anticorpos ou de seus fragmentos. Além do que, intensificar o sinal
de bandas Raman por meio da interacdo entre essas biomoléculas e superficies
SERS-ativas, a fim de se propor eventualmente a constru¢do de um imunossensor
gue permita a correlacdo entre o sinal Raman intensificado e a concentragcdo de um
analito que interagiu com o anticorpo/fragmento, dada a sua especificidade frente a

uma gama de espécies em determinada matriz.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi estudar as caracteristicas espectroscopicas de
anticorpos em diferentes condi¢des, tais quais em soro, apos fragmentacdo e
interacdo com superficies de nanoparticulas de ouro. Para isto, foram utilizadas as
seguintes biomoléculas: imunoglobulina G humana, anti-imunoglobulina G humana
especifica para H+L e Fab,.

Em relacdo a caracterizacdo espectroscopica, utilizou-se a técnica de
Espectroscopia Raman e SERS, a fim de se obter seus principais modos

vibracionais na auséncia e presenca de superficies SERS-ativas (NP-Au).

2.2 Objetivos especificos

— purificar os anticorpos IgG humana, anti-lgG humana (H+L) e anti-IgG
humana (Fab,) (coluna de afinidade e ponto isoelétrico);

— determinar as condic¢des ideais para fragmentacdo de anticorpos por meio
da protease papaina;

— preparar NP-Au via metodologia do tipo bottom-up;

— adquirir espectros de anticorpos e de seus fragmentos via Raman e SERS;

— identificar os principais modos vibracionais dos anticorpos e de seus

fragmentos.
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3 MATERIAIS E METODOS

No preparo de todas as solucBes aquosas foi utilizada agua deionizada (18
mS cm™).

Os seguintes reagentes foram adquiridos e usados sem purificacdes
adicionais:

L-a4cido ascorbico, &cido etilenodiaminatetracético, acido tetracloroaurico
99,9% (HAUCI,), albumina de soro bovino = 98% (BSA), azul de Coomassie,
borohidreto de sodio (NaBH,), brometo de hexadeciltrimetilamoénio 98% (CTAB), L-
cisteina 98%, dodecil sulfato de sédio 98,5% (SDS), glicerol 99%, glicina 99%,
iodoacetamida 99%, 2-mercaptoetanol, padrdo de massa molecular SigmaMarker™
Wide Range, persulfato de aménio 98% ((NH4)S20g), sal dissédico (EDTA), sal
sédico de azul de bromofenol, solugdo de papaina (Papain latex Type IlI), N,N,N',N'-
tetrametiletilenodiamina 99% (TEMED), Trizma® base 99,9% e Tris-HCI 99%,
solucéo de Bradford foram adquiridos da Sigma-Aldrich.

Etanol P.A. e hidréxido de sédio (NaOH) foram adquiridos da Merck. 30%
acrilamida/bis (37,5:1), padréo de BSA 1,38 mg mL™, proteina y-globulina e padrédo
de massa molecular Precision Plus Protein Kaleidoscope Standards foram
adquiridos da BioRad.

Acido acético P.A., metanol P.A., monohidrogenofosfato de sédio anidro
(Na;HPO,) e di-hidrogenofosfato de sédio anidro (NaH,PO,) e tiossulfato de sddio
(NazS,03) da Synth foram adquiridos.

Acido citrico e carbonato de sddio anidro (Na,COs) foram adquiridos da
CAAL. Formalina e glicose foram adquiridas da Carlo Erba. Azida sédica (NaNs),
peréxido de hidrogénio P.A. (H,O,) e hidroxido de amonio 30-32% (NH4OH) foram

adquiridos da Vetec.
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Nitrato de prata (AgNOs3) e solugdo de Imunoglobulina G humana (IgGh)160
mg mL™ foram adquiridos da Quimex e Berioglobina®, respectivamente.

Solugdo de anticorpos anti-IlgG humana especificos para deteccdo da porcao
H+L e F(ab’), foram adquiridos da Jackson Immunoresearch. Sulfato de cobre
hexahidratado (CuSO,6H,0) foi adquirido da Fisher Scientific Company. Ultrapure™
DEPC Treated Water foi adquirida da Invitrogen

Kit de fragmentacdo de Imunoglobulinas (Pierce® Fab Preparation Kit)
composto por cisteinaHCI'H,O, coluna contendo proteina A (NAb™ Protein A Spin
Column, 1 mL), coluna de dessalinizacdo (Zeba™ Desalt Spin Columns, 2mL),
colunas de rotagdo, papaina imobilizada, tampé&o de digestdo (Fab Digestion Buffer),
tampédo de eluicdo (IgG Elution Buffer), tampéo fosfato salino — PBS (BupH™
Phosphate Buffered Saline) e tubos de microcentrifugacdo foram adquiridos da
Thermo Fisher Scientific.

Kit de purificacdo de anticopos (NAb™

spin kits, 0.2 mL for antibody
purification) composto por coluna contendo 200 uL de proteina A, G ou A/G
imobilizada (NAb protein A plus (G ou A/G) spin kit), tampéo de ligacdo (binding
buffer), tampé&o de eluicdo (IgG elution buffer), tampé&o de neutralizacéo e tubos de
microcentrifugac¢éo foram adquiridos da Thermo Fisher Scientific.

Kit de andlise qualitativa e quantitativa de proteinas para equipamento Agilent
2100 Bioanalyzer composto por chip para 10 amostras cada, gel corante, gel
descorante e padrao de massa molecular da Agilent Protein 230. A base para
insercdo de amostras no chip e seringa para insercdo de gel matriz sGo materiais
suplementares do Agilent 2100 Bioanalyzer.

Kit para separacdo de proteinas em equipamento Agilent 3100 OFFGEL

Fractionator contendo tira para gerar um gradiente de pH (baixa resolucéo), canaleta
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(12X12 cm), seladora de canaleta (12 pocos), eletrodos de contato, eletrodos fixo e

mdvel, 6leo mineral, glicerol e tampao OFFGEL (pH 3-10) da Agilent.

3.1 Quantificacdo de proteinas em solucao (papaina, IgG humana,

anticorpo anti-lgGh H+L e Fab,) por meio do Método de Bradford

A quantificacdo das solucdes de proteinas foi realizada por meio do método
de Bradford que determina a quantidade de proteina total (LUCARINI & KILIKIAN,
1999). Neste método, uma curva de calibragcdo € construida, utilizando-se um
padréo de concentracéo 0,1 mg mL™.

No caso da papaina (23,406 kDa), utilizou-se solu¢céo de albumina bovina (do
inglés, bovine serum albumin — BSA), cujo massa molecular € de 66,406 kDa, como
padréo. Enquanto que para a quantificacdo dos anticorpos, foi utilizada uma solugéao
de y-globulina (BIO-RAD, 2010), cuja massa molecular é de aproximadamente 150
kDa.

Esta distingdo da-se pelo fato do ensaio determinar proteina total, de modo
gue o reagente interage com os aminoacidos superficiais das proteinas que contém
residuos basicos e aromaticos, principalmente com a Arg (LUCARINI & KILIKIAN,
1999). Assim, ha necessidade de que o padrédo possua massa molecular proximo ao
da proteina de interesse, pois 0os aminoacidos superficiais no padrdo e na amostra
devem ser semelhantes, a fim de que representem a quantificacdo de proteinas
totais.

A Tabela 4 apresenta os volumes dos reagentes utilizados para a construgao
da curva de calibracdo (0,2 a 10 pg mL™) para determinacéo da concentracdo das

proteinas em solugéo.
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Tabela 4 — Volume de solug&o de padrdo (BSA ou y-globulina) 0,1 mg mL™, agua e reagente Bradford
utilizados para a construcéo da curva de calibracéo.

Cubeta Volume de solugéo de padré? (BSA ou y- Volume de H,O Volume de reagente Bradford (uL)
globulina) 0,1 mg mL™ (uL) (uL)
Branco 0 800 200
1 20 780 200
2 40 760 200
3 60 740 200
4 80 720 200
5 100 700 200

Para determinar a concentracdo das proteinas em solucdo, todos os
experimentos foram feitos em triplicata (cubetas de 1 mL de capacidade, com
caminho oOptico de 1 cm e absorbancia medida em A = 595 nm) em

espectrofotdmetro UV-Vis (UV-2550 — SHIMADZU).

3.2 Identificagcdo da massa molecular de anticorpos

A identificacdo da massa molecular de anticorpos foi feita pela Central
Analitica do 1Q-USP, utilizando-se o equipamento MALDI TOF-TOF (modelo
Ultraflextreme — Bruker).

As solucbes de anticorpos a serem analisadas estavam em tampdao fosfato
salino (do inglés, Phosphate Buffered Saline — PBS) e houve a necessidade de
retirar os sais. Portanto, cada amostra (10 ulL) foi submetida a coluna de separacao
de 30.000 MWCO (do inglés, molecular weight cut-off — MWCO — Vivaspin 500 —
Healthcare). Sendo que, esta foi previamente lavada com agua a 1000 X g, a 25 °C,
durante 15 min em centrifuga (Centrifuge 5804 R — Eppendorf), enquanto a amostra
foi submetida a lavagens na coluna a 10.000 X g, a 25 °C, durante 5 min e duas

vezes a 10.000 X g, a 25 °C, durante 10 min, sendo o volume final sempre igual a



Tese de Doutorado 58

500 pL. Assim, os volumes retidos na coluna corresponderam a amostra que foi
analisada por meio da técnica MALDI TOF-TOF.

Utilizou-se a matriz AS (&cido sinapinico) (CHEN et al., 2013) na proporc¢ao
1:2 uL (amostra:matriz) e aplicou-se 1 uL na placa. As amostras analisadas foram
imunoglobulina G humana (IgGh), anti-imunoglobulina G humana H+L (anti-lgGh

(H+L)) e anti-imunoglobulina G humana Fab, (anti-IgGh (Fab,)).

3.3 Eletroforese em gel

Em diversas analises que envolveram o uso de anticorpos e proteinas, optou-
se por utilizar a técnica de eletroforese em gel (do inglés, Sodium Dodecyl Sulfate
Polyacrylamide Gel Electrophoresis — SDS-PAGE) para visualizar o resultado obtido.
Desta forma, géis de poliacrilamida foram formados entre placas de vidro para
permitir a migracdo de proteinas (desnaturadas e com carga negativa) no sentido do
anodo, durante a aplicacdo de um potencial. As etapas envolvidas na técnica SDS-
PAGE séo apresentadas abaixo:

As placas de vidro foram lavadas com etanol e colocadas em suporte para
permitir a formacédo dos géis. Em todos os experimentos foram formados dois géis
gel de separacédo (12%) e gel de empilhamento (4%), cuja composicdo é mostrada

na Tabela 5 (BONIFACINO et al., 2004).
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Tabela 5 — Composicéo do gel de separacéo (12%) e empilhamento (4%) suficientes para a
formacao de 2-3 géis de cada tipo (BONIFACINO et al., 2004).

Gel
Reagente
Separacédo (uL) Empilhamento (pL)
30% acrilamida/bis (37,5:1) 6.000 1.300
H,O 5.025 6.100
Tris-HCI 1,5 mol L™ (pH 8,8) 3.750 -
Tris-HCI 0,5 mol L™ (pH 6,8) - 2.500
SDS 150 100
(NH,4),S,05 10% (m/v) 100 50
Solucdo comercial TEMED 15 10

Considerando-se que a polimerizacdo do gel ocorre a partir da adicdo de
(NH4)2S2,0g 10% (m/v) e TEMED, esta s6 pode ser feita momentos antes da
montagem do gel. Também, deve-se adicionar etanol logo apés a adicao do gel de
separacao, a fim de que o O, do ar nao interfira no processo de polimerizagdo. Apos
a formacédo do gel de separacéo, a solucao precursora do gel de empilhamento foi
colocada sobre aquele e, em seguida, um pente com 10 pocos que somente é
retirado apés a total polimerizacdo (HAMES & RICKWOOD, 1990; BONIFACINO et
al., 2004; OKAJIMA et al., 1993).

Para permitir a migracdo das proteinas, utilizou-se uma cuba eletroforética
(MiniPROTEAN® Tetra Cell — BioRad), na qual foi adicionado o tamp&o de corrida.
As amostras contendo proteinas foram preparadas em um tampdo de amostra na
razdo 1:1 (em cada 20 pL deve haver entre 10-50 pg de proteinas), com agitacdo a
650 rpm, a 100 °C, durante 10min. ApOs esta etapa, foram usadas somente quando
suas temperaturas equilibraram-se com a temperatura ambiente. Na Tabela 6 é

apresentada a composicao desses tampoes.
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Tabela 6 — Composicéo do tamp&o de corrida e amostra.

Tampéo
Reagente
Corrida (Vfina =2 L) Volume de amostra (uL)

Trizma Base” 69 -

Gly 28,8 ¢ -

SDS 249 -
Tris-HCI 0,5 mol L™ (pH 6,8) - 1.000
Glicerol - 1.600
SDS 10% (m/v) - 1.600*

azul de bromofenol 0,5% (m/v) - 400

2-mercaptoetanol - 400**

* Substituir o volume por H,O em experimentos nos quais ndo ha interesse na desnaturagdo das proteinas.
** Substituir o volume por H,O em experimentos nos quais ndo ha interesse na redugdo das proteinas.

Nessa técnica, € necessario utilizar um padrdo de massa molecular. Assim,
em cada gel foram adicionados 3 uL de padréo de massa molecular (SigmaMarker™
ou Precision Plus Protein™ Kaleidoscope Standards) e nos demais pocos foram
adicionados 20 uL das solugbes de amostra, devidamente preparadas. Por fim, para
promover a migracdo das proteinas, utilizou-se uma fonte (Power PAC™ HC —
BioRad) para manter o potencial constante em 100 V, com variacdo da corrente ao
longo do tempo. Em média, a corrida da amostra pelo gel, que permitiu um bom
espacamento entre as bandas, foi de 1h 30min (HAMES & RICKWOOD, 1990;

BONIFACINO et al., 2004; OKAJIMA et al., 1993).

3.3.1 Revelacao do SDS-PAGE

Apbés a migracdo, os geéis foram colocados em recipientes para serem
revelados, sendo que duas metodologias para este fim foram utilizadas: coloragao
com corante Azul de Coomassie e AgNOs;. Em ambas as técnicas, houve a
necessidade de se utilizar mesa de agitagéo (KIA® MS 3 digital) para garantir que a

coracao/descoracao fosse homogénea.
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3.3.1.1 Azul de Coomassie

Primeiramente, o gel foi submetido a um volume de solucéo de fixagéo (t = 15
min) suficiente para o cobrir. Em seguida, procedeu-se da mesma maneira com um
volume de solucdo corante (overnight) e, posteriormente, a solugcdo descorante até
que fosse observado o aparecimento das bandas de proteinas previamente
separadas (BONIFACINO et al., 2004). Na Tabela 7 € apresentada a composicéo de

cada solucao.

Tabela 7 — Composic¢éo da solucéo fixadora, corante e descorante para revelacdo de bandas em gel
por meio do método azul de Coomassie (BONIFACINO et al., 2004).

Solucéo
Reagente i
Fixadora (%) Corante (%) Descorante (%)
metanol (v/v) 45 25 10
acido aceético (v/v) 10 5 5
azul de Coomassie (m/v) - 0,1% -
3.3.1.2 AgNO;

Neste tipo de revelacdo, sdo necessarias diversas etapas de lavagem e
enxague com agua, sendo que o volume utilizado de cada solucéo foi suficiente para
cobrir o gel a ser revelado.

Primeiramente, o gel foi submetido a uma solucdo de fixacdo (t = 10 min),
lavado duas vezes (t = 5 min), adicionou-se solucdo de Na,S,03 0,02 % (t = 1 min),
lavado duas vezes (t = 20 s), adicionada solugcdo de AgNO3; 0,1 % (t = 10min),
enxaguado uma vez e, também, com um pequeno volume da solucdo de revelagéo.
Por fim, esta foi adicionada e mantida em contato com o gel até o aparecimento das
bandas de proteinas. E, com o objetivo de se evitar o progresso da revelacao,

procedeu-se a adicdo de &cido citrico 2,3 mol L™ (t = 10min), com duas lavagens (t =
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10 min e 30 min cada). Na Tabela 8 é apresentada a composicédo de cada solucéo

(UNIVERSITY OF IOWA CARVER COLLEGE OF MEDICINE, 2013).

Tabela 8 — Composicéo das solucdes para revelacdo de SDS-PAGE (UNIVERSITY OF IOWA
CARVER COLLEGE OF MEDICINE, 2013).

Solucéao
Reagente Revelagéo (%) Bloqueadora

Fixadora (%) Corante (%) 4

(mol L™)
metanol (v/v) 40 - - -
formalina (v/v) 13,5 - 0,05 —
Na,S,03 - 0,02 0,000016 -
AgNO; - 0,1 - -
NaCOs - - 3 -
acido citrico - - - 2,3

3.4 Purificacao de anticorpos em coluna de afinidade e por pl

3.4.1 Purificacdo em colunas de afinidade

A purificacdo dos anticorpos (IgGh, anti-lgGh (H+L) e anti-lgGh (Fab,)) em
coluna de afinidade foi realizada em trés diferentes colunas que continham proteinas
A, G ou uma mistura de A e G imobilizadas (NAb™ Spin Kits, 0.2 mL for Antibody
Purification — Thermo SCIENTIFIC), que poderao ser referidas como coluna A, G ou
A/G, respectivamente.

A capacidade de volume de amostra € de 25-500 uL e a quantidade de
anticorpos que podem ser imobilizados € > 7 mg; 2,2-3,0 mg e > 1,4 mg de 1gG por
coluna A, G e A/G, nesta ordem.

Primeiramente, as colunas foram centrifugadas (modelo 5804-R — Eppendorf)

a 5.000 X g, a 25 °C, durante 1 min para retirar a solucdo de estocagem. Em
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seguida, a coluna foi equilibrada com 400 uL de tamp&o de ligacdo (do inglés,
Binding Buffer — BB), sob agitacdo suave, e foi feita centrifugacdo nas mesmas
condicOes, descartando-se a solucéo eluida. Adicionou-se volume que continha 200
ug de anticorpo e foi realizada uma incubacéo a 650 rpm, a 25 °C, durante 10 min
em agitador (Thermomixer Comfort — Eppendorf). Apés este periodo, foram feitas 4
lavagens (centrifugacdo nas mesmas condicfes), utilizando-se 400 uL tampé&o de
ligacdo e coletadas as porcdes eluidas. JA& a retirada dos anticorpos ligados as
proteinas imobilizadas nas colunas foi feita por meio de 3 lavagens com tampéao de
eluicdo (do inglés, Elution Buffer — EB), cujas por¢des foram coletadas em tubos
contendo 40 uL de tampado de neutralizacdo cada. Posteriormente, utilizou-se a
técnica SDS-PAGE para avaliar a eficiéncia da purificacdo dos anticorpos em

colunas de afinidade.

3.4.2 Purificagdo por pl

Esta metodologia de separacéo foi aplicada a IgGh e, posteriormente, a BSA.

Uma solucdo estoque de tampédo de amostra foi preparada, adaptando-se o
procedimento do protocolo do equipamento Agilent 3100 OFFGEL Fractionator, sem
causar a desnaturacdo e reducdo das proteinas. Esta solucédo foi preparada por
meio da adicdo de 6 mL de solucdo de glicerol, 600 puL tampdo OFFGEL e volume
completado com agua até 50 mL, que foi estocada em congelador.

A solucdo de reidratagdo das tiras contendo espécies que originaram um
gradiente de pH (do inglés, Immobilized pH Gradient — IPG) foi preparada de acordo

com a quantidade de pocos utilizados na técnica, como segue na Tabela 9.
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Tabela 9 — Composicdo da solucéo de reidratacdo das tiras IPG.

24 pogos (mL) 12 pogos (mL)
Solucéo estoque OFFGEL 0,96 0,56
H.O 0,24 0,14
Solucéo total 1,2 0,27

Na Tabela 10, segue a composicdo da solucdo de amostra. Nestes
experimentos, todas as amostras foram previamente lavadas em coluna 30.000

MWCO para remover sais presentes na amostra.

Tabela 10 — Composicao da solugdo de amostra.

24 pogos (mL) 12 pogos (mL)
Solucéo estoque OFFGEL 2,88 1,44
H.O 0,72 0,36

Inicialmente, foi retirada a pelicula protetora da tira IPG (baixa ou alta
resolucdo), em seguida, colocada na bandeja de corrida. Sobre a tira IPG, com
cuidado, instalou-se a moldura dos poc¢os (12 ou 24 pocos). Adicionou-se em cada
poco 40 pL de solucéo de reidratagcdo, observando se a parte inferior de cada poco
havia sido preenchida. Os eletrodos foram imersos nesta solugéo e colocados aos
pares em cada extremidade da moldura, de modo a fazer o contato elétrico entre a
solucéo e os polos. Esperou-se 15 minutos antes da adi¢cao de 150 pL da solucéo de
amostra em cada poco.

Para evitar a evaporacdo da solucdo durante a separacdo das proteinas,
devido o aquecimento do sistema, utilizou-se uma protecao seladora sobre os pocos
e, também, aplicou-se 10 uL de agua em cada eletrodo.

Nos limites da bandeja, foram adicionados volumes de 6leo mineral. Para
separacao utilizando-se 12 pocos, inicialmente, adicionou-se 200 uL de 6leo mineral
no final do anodo e 1 mL no final do catodo. Apds 1 minuto, adicionou-se 200 pL em

ambos. Para separacao envolvendo 24 pocos, primeiramente, adicionou-se 200 pL
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no final do anodo e 400 pL no catodo. Ap6s 1 minuto, adicionou-se 200 uL em cada
extremidade e depois de 3 minutos foram adicionados 200 pL apenas no anodo.
Foram instalados os eletrodos fixo no &nodo e o mével no catodo, observando se o
contato entre os eletrodos fixo e mével, com os eletrodos em contato com a tira IPG
estava adequadamente ajustado.

Escolheu-se 0 método OG12PR01 para 12 pogos e OG24PR0O1 para 24
pocos. As caracteristicas desse método consistem em: 1) durante a separacdo
(méximo): aplicagdo de potencial por hora de 64 kVh, potencial de 4500 V, corrente
de 50 pA e poténcia de 200 mW; 2) apds separacao (maximo): potencial de 500 V,
corrente de 20 pA e poténcia de 50 mW.

Na Tabela 11, estdo apresentadas as faixas de pH utilizadas, a resolucéo e a

concentracdo de todas as proteinas submetidas a este procedimento.

Tabela 11 — Condi¢des de concentracdo, pH e resolucdo para separacao de BSA e IgGh.

. Concentragéo . .
Proteina 1 Faixa de pH Resolucéo
(mg mL™)
BSA 1,38 3-10 baixa
IgGh 7,20 3-10 alta

Aplés a separacdo dessas proteinas, foi feita uma andlise qualitativa e
guantitativa de cada poco por meio do equipamento Agilent 2100 Bioanalyzer, que é
equivale a técnica SDS-PAGE, porém a analise ocorre em microescala em um chip.

Inicialmente, sdo preparadas solucbes estoques do gel corante e gel
descorante. A seguir, sdo descritas as etapas de preparo de solucdes e do chip para
analise no equipamento.

As solucbes estoque foram preparadas a partir do kit Protein 230. A solucéo

do gel corante de proteinas foi preparada a partir da adicdo de 25 pL de solucéo
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concentrada de corante ao gel matriz. Este foi agitado por meio de um agitador de
tubos (Vortex AP 56 — Phoenix) durante 15 s. Em seguida, transferido para um filtro
de centrifuga e submetido a 2.500 X g, a 25 °C, durante 15 min (modelo 5804 R —
Eppendorf).

A solucéo de gel descorante foi produzida a partir de 650 uL do gel matriz.
Esta aliquota foi adicionada em um filtro de centrifuga e este submetido a 2.500 X g,
a 25 °C, durante 15 min.

O preparo da solucéo de desnaturacao foi adaptado em relagéo ao protocolo
do kit, pois havia interesse em submeter as proteinas a um meio desnaturante, mas
nao redutor. Desta maneira, adicionou-se 7 L de agua ao tampao de amostra, ao
invés de B-mercaptoetanol, agitando este durante 5 s em agitador de tubos.

O preparo da amostra envolveu o uso de 4 pL de solucdo de cada poco
submetido ao processo de separagao, com adigao de 2 pL de solugédo desnaturante
em um tubo de 2 mL. Em outro tubo, adicionou-se 6 pL de solugcdo de padrdo de
massa molecular (14-230 kDa). Os tubos contendo a amostra em meio de tampéao,
bem como a solucdo de padrao de massa molecular, foram aquecidos a 100 °C/5
min em agitador Thermomixer Comfort (Eppendorf). Apdés este periodo, foram
centrifugadas durante 15 s e, em seguida, acrescentou-se 84 pL de dgua em cada
tubo.

Aos chips de andlise foram adicionados 12 uL de solucéo gel corante. Esta foi
forgcada a entrar nos canais do chip por meio da insercdo de 1 mL de ar, utilizando-
se uma seringa. Apés 60 s sob presséao, a solucdo residual foi retirada por meio de
uma pipeta. Em seguida, foram adicionados 12 pL de solucdo gel corante em quatro

pocos e a solucéo gel descorante em apenas um. Em dez pogos foram colocadas as
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amostras e em um poc¢o a solucdo de padrao de massa molecular. A seguir, na

Figura 15 demonstra-se o procedimento de preparo do chip.

000e
0000
o000
0000

12[!' g comrte

Figura 15 — Esquema do preparo do chip para andlise. a) adicdo de gel corante; b) presséo exercida
para entrada da solucé@o nos canais do chip; ¢) adicéo de gel corante; d) adi¢ao de solugéo
descorante; e) adi¢cdo das amostras; f) adicdo de solucdo de padrdo de massa molecular (Adaptado
de INTERCHIM, 2012).

Antes de se iniciar a andlise do chip, deve-se realizar um processo de limpeza
dos eletrodos a partir de sua imersdo em 300 uL agua DEPC, que foram
adicionados em um molde do chip durante 1 min. Na sequéncia, o chip previamente

preparado foi ser analisado.

3.5 Avaliacdo da eficiéncia do processo de fragmentacdo de

anticorpos
Para se obter fragmentos de anticorpos (F(ab)’), foram utilizadas duas

técnicas: fragmentagdo por meio do uso de papaina em solucdo (BONIFACIO et al.,

2004) ou papaina imobilizada (THERMO FISHER SCIENTIFIC INC., 2009).
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Neste caso, utilizou-se IgGh como anticorpo para o estudo da avaliacdo da

eficiéncia do processo de fragmentacéao.

3.5.1 Papaina nédo imobilizada

Neste experimento, foram preparados tampdes e solucdes (estocadosa T =4

°C) conforme a Tabela 12.

Tabela 12 — Composicao dos tampdes e solu¢des utilizados no processo de fragmentacdo de IgGh
por meio de papaina ndo imobilizada (BONIFACINO et al., 2004).

Tampdes
Reagente PBS Digestao Ligacao Eluicéo Neutralizagao
(mmol L™)? em PB_ls A (mmol L™H® (mol LY? (mol L™®
(mol L™)
NaH,PO, 1,9 - 20 - -
Na,HPO, 8,1 - 20 - —
NacCl 154 - - - -
EDTA - 0,02 - - -
Cys - 0,02 - - -
Gly-HCI - - - 0,1 _
Tris-HCI - - - - 1,0
Solucgbes
Reagente IgGh em P01 em PBS P002 em PBS
PBS (mg mL™) (mg mL™)
(mg L™
IgGh 2,0 - -
Papaina - 0,1 0,02

a = pH 8,00 ajustado com NaOH 2 mol L™.
b = usar em t <10 h e estocagem em gelo.

¢ =pH 7,00.

d = pH 2,7 ajustado com HCI 1 mol L™

e = pH 9,00 ajustado com NaOH 1 mol L™,



Tese de Doutorado 69

3.5.1.1 Geracéao de fragmentos

Para realizar a fragmentacéo de IgGh, foram pipetados 100 uL de IgGh 2 mg
mL™ em cada microtubo (8 unidades para cada grupo de experimento) e variou-se a
concentracdo de protease (0,1 ou 0,02 mg mL™). Também, foi feito um grupo
controle (GC), isto é, sem papaina, cuja composi¢ao era IlgGh e tampdao de digestéo.

Portanto, foram feitos 3 grupos de experimentos: GC, IgGh submetidas a
acdo da papaina 0,1 mg mL™ (GO1) e & papaina 0,02 mg mL™* (G002). Sendo que, 0
processo de fragmentacgéo foi interrompido apés 1, 2, 4, 6, 12, 18, 24 a 48 h, com
adicdo de 20 pL de solucdo de iodoacetamida 0,3 mol L. Por fim, a papaina
inativada (23.406 Da) foi retirada da solucdo por meio de coluna 30 MWCO

centrifugada a 8.000 X g, a 4 °C, durante 15 min.

3.5.1.2 Purificagao dos fragmentos F(ab)’ em coluna de afinidade

A fim de se separar os fragmentos gerados, foi utilizada uma coluna contendo
proteina A.

A descrigdo das etapas envolvidas nesse processo foi previamente descrita
no item 3.4.1. Neste caso, as fracbes geradas pela passagem do tampao de ligagao

foram utilizadas neste estudo.

3.5.2 Papainaimobilizada

Neste experimento, foi utilizado um kit de fragmentacdo de imunoglobulinas,

sendo que todos os tampdes e colunas foram estocados a 4 °C.
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3.5.2.1 Equilibrio/ativacé&o da papaina

Uma das etapas do processo de fragmentacdo envolve a ativacdo da
papaina. Para isto, 250 uL da solucédo de enzima imobilizada foi adicionada em uma
coluna de rotacdo (capacidade para 800uL), submetida a centrifugacdo de 5.000 X
g, a 25 °C, durante 1 min para remoc¢ao do tampao. Em seguida, foram adicionados

500 pL de tampéo de digestéo, centrifugando-se e descartando-se o filtrado.

3.5.2.2 Preparo da amostra de IgGh

Nesta etapa, utilizou-se uma coluna de dessalinizagcdo. Primeiramente, esta
foi centrifugada a 1.000 X g, a 25 °C, durante 2 min para retirada do tampéo
presente na coluna. Em seguida, adicionou-se 1 mL de tampdao digestdo na coluna,
centrifugando-se novamente. Esta etapa foi repetida 3 vezes, descartando-se o
filtrado. A esta coluna, foram adicionados 500 uL de IgGh (concentracdes variaram
entre 1,5 mg mL™ até 8,0 mg mL™?, de acordo com a quantidade de fragmentos
desejados, visto que o rendimento de fragmentacdo é de 50 a 65%). Foi feita

novamente centrifugacao e a IgGh foi coletada no filtrado.

3.5.2.3 Geracéao de fragmentos

A coluna contendo papaina imobilizada comporta até 500 uL de solucdo de
anticorpos. O tempo de incubacdo depende da concentracdo de IgG e da espécie
gue gerou/produziu este anticorpo. A Tabela 13 apresenta os respectivos tempos de

incubacao.
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Tabela 13 — Tempo de digestao recomendado para diversas espécies e concentragdes de 1gG.

Espécie IlgG (mg mL™) Tempo de digestao (h)

8 8-9
4 6-7

Coelho
1,5 4-5
0,5 3-4
8 5-6
4 5-6

Humano
1,5 3-4
0,5 2-3
4-5
3-4

Camundongo

1,5 2-3
0,5 2-3

Apés o tempo de digestdo, centrifugou-se a solucdo a 5.000 X g, a 25 °C,
durante 1 min, coletando-se o filtrado contendo IgGh ndo fragmentada, bem como os
fragmentos F(ab)’ e Fc gerados para serem analisados por meio de SDS-PAGE. Por
fim, a coluna foi lavada com 500 uL de PBS por meio de centrifugacdo, de acordo

com o protocolo estabelecido.

3.5.2.4 Reutilizacdo de papaina imobilizada

Neste estudo, foram utilizadas solu¢cdes contendo papaina imobilizada
empregadas em fragmentacdes anteriores, bem como um controle envolvendo
papaina imobilizada ndo utilizada previamente. Para isto, a concentracdo de IgGh
adicionada a cada coluna contendo papaina imobilizada (previamente utilizada ou
ndo) foi de 7,2 mg mL™, que foi submetida & agitacéo a 650 rpm, a 37 °C, durante 5

h (Thermomixer Comfort — Eppendorf).
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A avaliacao do rendimento do processo de fragmentacdo de IgGh foi feita em
SDS-PAGE em meio desnaturante e nao redutor. O procedimento de formacéo dos
géis (gel de empacotamento e separacao), preparo dos tampdes (tampéo de corrida

e amostra) e solucdes de revelacdo do gel foram apresentados em relatério anterior.

3.6 Nanoparticulas (NP)

Nestes estudos foram sintetizadas NP de ouro (NP-Au), objetivando-se a

formacao de nanobastdes de ouro (NB-Au).

3.6.1 Variacao da preparacdo de nanocubos de Au (NC-Au) para

obtencdo de NB-Au

O preparo de NC-Au é realizado a partir de duas solucbes: semente e

crescimento.

3.6.1.1 Preparo de solucdo semente

Em um erlenmeyer foram misturados, sob constante agitacdo, 18,75 mL de
CTAB 0,10 mol L™ com 6,2 mL de HAuCl, 1,0 mmol L™. Em seguida, adicionou-se
150 puL de NaBH,4 0,10 mol L™ (preparado recentemente e mantido em gelo durante

10 min antes do seu uso). ApGs 2 min de agitacdo, a solucdo foi mantida sob

repouso durante 4h e estocada a 4 °C (SUN et al., 2008).
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3.6.1.2 Preparo de solucdo de crescimento

A fim de se gerar NB-Au, a partir da adaptacao do preparo de NC-Au, em um
erlenmeyer foram misturados 20 mL de CTAB 0,020 mol L™* com 5,0 mL de HAuCl,
(1,5; 2,0; 2,4; 2,5 ou 3,0 mmol L™). No caso dos NC-Au, seu preparo utilizou [Au*'] =
2,0 mmol L™ e 50 puL de CuSO,4 10 mmol L, sendo que para a formacdo dos NB-Au,
ndo foi adicionado Cu?*. Posteriormente, adicionou-se 3 mL &cido ascérbico 0,10
mol L™ e, por fim, solucdo semente (2,5; 5,0 ou 10,0 pL), sendo que o sistema foi
mantido sob agitagdo constante durante 15-30min e foi realizado a T = 25 °C (SUN
et al., 2008).

A lavagem das NP-Au foi realizada em microcentrifuga a 7.200 X g, a 25 °C,
durante 5 min (Mini Spin — Eppendorf) ou em centrifuga a 12.000 X g, a 25 °C,
durante 5 min (Centrifuge 5804 R — Eppendorf), com retirada do sobrenadante,
ressuspensdo em agua, sonicacao por 10 min (Branson 2800 — Emerson Industrial

Automation) e repeticdo destas etapas de 3-5 vezes.

3.7 Caracterizacao das NP-Au

3.7.1 Aquisicao de espectro de extingcao

Para caracterizar as NP-Au, utilizou-se um espectrofotbmetro UV-Vis (UV-
2550 — SHIMADZU) com variacdo do comprimento de onda incidente de 190 a 900

nm, com diluicdo 1:2 em agua.
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3.7.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As imagens foram obtidas em um JEOL microscope (model FEG-SEM JSM
6330F), operado em 5 kV. Sendo que a amostra foi preparada a partir de 2 yL de
solucao de NP-Au sobre uma superficie (pastilha) de Si, com secagem a T = 30 °C

overnight (adaptado de COSTA et al., 2011).

3.8 Avaliacao do processo de adsorcao de IgGh e de seu
fragmento (F(ab)’) por meio de microbalanca de cristal de quartzo

(Quartz Crystal Microbalance with Dissipation monitoring — QCM-D)

Primeiramente, foi feita a limpeza do sensor de ouro utilizando-se 10 mL de
solugéo piranha alcalina 5:1:1 (H,O:NH,OH 25%: H,O, 30%) aquecida a 70 °C. O
sensor permaneceu imerso nessa solugdo durante 5 min. Em seguida, foi feito
enxague com agua em um ultrassom. Apés, secou-se a superficie com N, e 0
sensor foi imerso em solugédo de etanol e seco novamente.

Inicialmente, sobre o sensor foi passado tampao PBS com fluxo de 50 puL min
1 até estabilizacéo da linha base. Depois, o sistema recebeu solucdo de IgGh 0,23
mg mL™, mesmo fluxo de passagem sobre o sensor e, posteriormente, PBS para
remocao de material ndo quimissorvido.

O mesmo foi feito com uma solugdo contendo fragmentos F(ab). A
concentracdo de IgGh utilizada no processo de digestdo foi de 1,5 mg mL™. Os
fragmentos gerados passaram por centrifugagdo a 12.000 X g, a 25 °C, durante 5
min em coluna 30 MWCO. A concentragdo dos fragmentos F(ab) utilizada foi de

0,23 mg mL™.
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3.9 Caracterizacao espectroscopica de biomoléculas
Para a caracterizacdo espectroscopica de biomoléculas (Raman ou SERS),
foi utilizado um Micro-Raman Renishaw in Via acoplado a lasers de He-Ne (632,8

nm) e de estado sélido (785 nm) e microscépio Optico Leica com objetiva 100x.

3.9.1 Espectroscopia Raman

Para aquisicdo do espectro dos anticorpos, um volume de 20 pL de solugao
de 1gGh 160 mg mL™ (solucdo original) ou anti-lgGh (H+L) 35 mg mL™ (solucéo
original) ou anti-lgGh (Fab,) 35 mg mL™ (solucdo lavada em coluna 50 MWCO) foi
adicionado sobre uma lamina de vidro limpa. No caso de fragmentos, 0 espectro
Raman foi obtido por meio de um sélido de F(ab)’ obtido por meio da clivagem de

IgGh por papaina ndo mobilizada.

3.9.2 Espectroscopia Raman Intensificada por Superficie (do

inglés, Surface-Enhanced Raman Spectroscopy — SERS)

Para aquisicdo do espectro SERS das biomoléculas foram utilizados as NP-
Au obtidas sem adicdo de Cu®" do preparo proposto por Sun e colaboradores. As
NP-Au foram previamente lavadas, conforme descrito no item 3.6.1.2. O volume
inicial de NP-Au foi concentrado em 3 vezes.

A cada volume de 150 puL de solugéo de NP-Au foram adicionados 150 uL de
IgGh ou de fragmentos F(ab) de IgGh e mantidos sob agitacdo a 650 rpm, a 4 °C,

durante 4 h. Apds, em uma lamina de vidro limpa, foram adicionados 20 pL de cada
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solucéo e feita a aquisicdo do espectro SERS nas condi¢cOes de: 1% de poténcia do

laser 632,8 nm e faixa de analise de 400 a 2000 cm™.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As etapas necesséarias para a eventual proposta de constru¢cdo de um
imunossensor envolveram: 1) purificacdo de anticorpos por meio de colunas de
afinidade contendo proteina A, G ou uma mistura de A e G e, também, por meio da
separacao pelo ponto isoelétrico; 2) definicdo de condicdes para o maior rendimento
de fragmentos F(ab) de IgGh por meio de papaina e comparacdo desse processo
com aguele que utiliza papaina imobilizada; 3) preparacdo de NP-Au com
superficies SERS-ativas para a aquisicdo de espectros SERS de
anticorpos/fragmentos F(ab)’, bem como variacdo desse preparo a fim de se obter
NB-Au que sdo particulas com caracteristicas interessantes no processo de
intensificacdo dos sinais Raman; 4) aquisicdo de espectros Raman para
comparacdo com o0s espectros SERS, com a finalidade de se visualizar as
mudancas que refletem a maneira como o0s anticorpos/fragmentos foram

imobilizados sobre as superficies SERS-ativas.

4.1 Identificagdo da massa molecular de anticorpos

As solucdes de anticorpos adquiridos eram provenientes do soro do animal
imunizado. Ao se quantificar tais solu¢des pelo método de Bradford, um erro pode
ser inserido na analise, visto que h& diversas proteinas em solu¢do que respondem
positivamente ao método e sdo quantificadas em conjunto com os anticorpos. Assim,
surgiu a necessidade de se verificar a existéncia de outras proteinas que estao
presentes nas solu¢des de anticorpos, bem como a massa molecular média dos
anticorpos policlonais para utilizar esta informacdo no preparo de solugbes com

concentracbes definidas. Pois, o conhecimento da composicdo da amostra de
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anticorpos e a sua purificacdo sé&o etapas importantes para posterior caracterizagao
espectroscopica.

Para isto, foi utilizada a técnica MALDI-TOF-TOF. Nesta a amostra ndo pode
conter altas concentracdoes de sais e, estando o0s anticorpos condicionados em
tampao PBS, a lavagem em coluna de separacéo foi uma etapa essencial para
garantir a eficiéncia da identificacdo das massas moleculares. Apés a lavagem das
amostras, foram coletados os seguintes volumes para analise: 40 uL de anti-lgGh
Fab,, 80 uL de anti-IgGh H+L e 10 puL de IgGh.

As Figuras 16, 17 e 18 correspondem aos graficos da intensidade em fungao

da relagcdo m/z obtidas para cada amostra de anticorpo.
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Figura 16 — Intensidade em fung&o de m/z para a amostra contendo IgGh. Insercéo corresponde a
SDS-PAGE.
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Figura 17 — Intensidade em fun¢cédo de m/z para a amostra contendo anti-lgGh (H+L). Insercao
corresponde a SDS-PAGE.
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Figura 18 — Intensidade em fun¢éo de m/z para a amostra contendo anti-lgGh Fab,. Insercéo
corresponde a SDS-PAGE.
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Todas as amostras (IgGh, anti-IgGh H+L e anti-lgGh Fab,) sdo compostas por
anticorpos policlonais. Portanto, a obtencdo destes ndo foi realizada em células
clonadas, o que permitiia uma menor variedade de composicdo no processo de
producdo (GIL et al., 1999). Observa-se também que as amostras apresentaram
grande variedade de componentes, provavelmente proteinas presentes no soro
humano (no caso da IgGh) ou no soro de cabra (no caso da anti-lgGh (H+L) e anti-
IgGh (Faby)). Nas inser¢bes das Figuras 16, 17 e 18 é possivel perceber a
composicao heterogénea da amostra por meio da técnica SDS-PAGE.

No soro humano, as principais proteinas que estédo presentes juntamente com
as IgG sédo albumina (66,437 kDa) e transferrina (78-80 kDa), correspondendo,
portanto, aos principais contaminantes. Na Figura 16 duas razdes m/z destacam-se,
sendo seus valores 26.003 e 74.308. Possivelmente, a proteina com massa
molecular em torno de 26 kDa corresponde ao excesso de cadeia leve que é
produzida naturalmente pelo organismo humano durante a anticorpogénese. Ja a
proteina com massa molecular em torno de 74 kDa pode ser a transferrina (FERRI,
etal., 1977; PRASANNA et al., 2015).

A existéncia de outras proteinas na etapa de imobilizacdo poderia afetar, nao
somente a caracterizacao dos anticorpos ou de seus fragmentos por meio da técnica
SERS, mas também essas proteinas poderiam tornar-se sitios de interacdes nao
especificas na eventual constru¢cdo de um imunossensor. Além do que, a existéncia
de outras proteinas no meio reacional para clivagem dos anticorpos pela protease
papaina poderia gerar diversos fragmentos inespecificos e que, dificilmente, seriam
separados por meio de uma coluna de afinidade, por exemplo.

Assim, para a um estudo das interacdes Ab-Ag, por exemplo, a purificacdo

7

dos anticorpos € um fator relevante que poderia minimizar ligacdes inespecificas
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e/ou uma caracterizacdo espectroscopica equivocada dos anticorpos ou de seus

fragmentos.

4.2 Purificacdo de anticorpos em coluna de afinidade e por pl

Tendo em vista que as solugcbes de anticorpos utilizadas nesses
experimentos eram provenientes de soros, experimentos de purificacdo foram
realizados para avaliar a possibilidade de purificacdo das solucdes, a fim de se
minimizar a quantidade de proteinas presentes nas amostras para aplicacdo em
estudos espectroscopicos. Dentre as possibilidades, optou-se por separar 0S
anticorpos por: interagcdo com proteinas A, G ou uma mistura de A e G imobilizadas

em coluna e pelo ponto isoelétrico (pl).

4.2.1 Purificagdo em colunas de afinidade

No processo de purificagdo dos anticorpos por meio de uma coluna por
afinidade, a porcdo Fc dos anticorpos interage com as proteinas A, G ou uma
mistura de A e G imobilizadas na coluna (PRASANNA et al., 2015). Sabe-se que
tanto a proteina A quanto a proteina G tem capacidade de se ligar especificamente a
porcdo Fc de espécies de IgG e subclasses destas. No entanto, tal capacidade varia
de acordo com a espécie de animal que deu origem aos anticorpos. Segundo o
protocolo das diferentes colunas de afinidade para anticorpos, a proteina A
geralmente tem maior afinidade por IgG provenientes de coelhos, porcos, cachorros
e gatos. Ja a proteina G apresenta capacidade de ligacdo com uma gama de

subclasses de IgGh humana e de camundongo (IgGs, 1gG,, etc.). E, por fim, uma
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combinacdo entre proteinas A e G, leva a melhores resultados de
separacao/purificacdo de IgG de subclasses de coelhos, camundongos, humanos e
outros mamiferos. Portanto, € necessaria a avaliacao da eficiéncia de cada uma das
colunas contendo proteina imobilizada para escolha daquela que permitira uma
melhor purificacdo dos anticorpos de interesse.

Segundo a literatura, os sitios de ligacdo entre anticorpos e proteina A
ocorrem na segunda e terceira regides da cadeia pesada por meio de interacdes
hidrofébicas. J& a proteina G além de ligar-se com determinados anticorpos,
também possui um sitio para ligacdo de albumina (HARLOW & LANE, 1988).

As solugdes eluidas das colunas contendo proteina imobilizada A, G ou uma
mistura de A e G, correspondentes as lavagens com tampé&o de ligacdo e tampéao de
eluicho foram analisadas por meio de SDS-PAGE e os resultados estédo
apresentados nas Figuras 19, 20 e 21 para IgGh; 22, 23 e 24 para anti-lgGh (H+L); e

27, 28 e 29 para anti-IgGh (Fab,).

4.2.1.1 Purificacéo de IgGh

Idealmente, considerando-se a capacidade de interacdo entre os anticorpos e
as proteinas (A, G ou uma mistura de A e G) imobilizadas em coluna, presumia-se
gue os anticorpos ficariam retidos durante a passagem do tampéo de ligacdo (BB) e
que demais proteinas presentes em solucéo fossem eluidas nas primeiras etapas de
passagem desse tampdo. Também, previa-se que na etapa seguinte, isto €, com a
passagem do tampéo de eluicdo (EB), as primeiras eluicbes fossem concentradas
com 0s anticorpos previamente imobilizados.

A seguir, sdo apresentados 0s resultados para a purificagéo de IgGh.
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Figura 19 — SDS-PAGE de proteinas presentes em tampao de ligacdo (BB) e tampao de elui¢éo (EB)
eluidas de uma coluna contendo proteina A imobilizada para purificagéo de IgGh.
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Figura 20 — SDS-PAGE de proteinas presentes em tampé&o de ligacéo (BB) e tamp&o de elui¢cdo (EB)
eluidas de uma coluna contendo proteina G imobilizada para purificagdo de IgGh.
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Figura 21 — SDS-PAGE de proteinas presentes em tampao de ligacdo (BB) e tampao de eluicédo (EB)
eluidas de uma coluna contendo uma mistura de proteina A e G imobilizada para purificacdo de IgGh.
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Observando-se os resultados para purificacdo de IgGh, utilizando-se tampéao
de eluicdo (destacados em vermelho), conclui-se que a coluna que permite uma
melhor retencdo dos anticorpos corresponde a coluna contendo proteina A
imobilizada, pois interage de maneira mais eficiente com estes, visto que na
passagem do tampé&o de ligacéo (BB-1) ndo eluiu tantos anticorpos, concentrando-
0s na coluna por meio da interacdo da porcdo Fc da IgGh com a proteina
imobilizada.

No caso da coluna contendo proteina G imobilizada, na etapa de eluicdo com
tampao de ligacdo (BB-1) uma quantidade significativa de anticorpos é perdida no
processo de lavagem e, portanto, ndo interagem de maneira especifica com as
proteinas imobilizadas na coluna.

Ja no caso da coluna contendo uma mistura de proteina A e G imobilizada,
um resultado de interagcdo anticorpo-coluna semelhante é observado. Porém,
durante a passagem do tampéo de ligacdo (BB-1 a BB-4) ocorrem perdas de
anticorpos que nao interagiram de maneira eficiente com a coluna A/G.

Para todos os casos, a purificacdo ndo se mostrou eficiente pelo fato de haver
diversas proteinas que sdo eluidas da coluna, juntamente com os anticorpos de
interesse, indicando que aquelas também tém afinidade pelas proteinas
imobilizadas.

Por isso, a coluna contendo proteina A imobilizada foi utilizada somente na
etapa de retencdo de anticorpos ndo fragmentados e porcdo Fc, que é gerada no
processo de fragmentacdo de anticorpos por acdo de proteases, para permitir a

eluicdo dos fragmentos F(ab)’ por meio do tampao de ligacéo (BB).
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4.2.1.2 Purificacao de anti-IgGh (H+L)

Assim como era esperado para o processo de purificacado de IgGh, presumia-
se que os anticorpos ficariam retidos durante a passagem do tampao de ligacéo
(BB) e que demais proteinas presentes em solucdo fossem eluidas nas primeiras
etapas de passagem desse tampédo. Também, previa-se que na etapa seguinte, isto
€, com a passagem do tampéo de eluicdo (EB), as primeiras eluicbes fossem
concentradas com os anticorpos previamente imobilizados.

A seguir, sdo apresentados os resultados para a purificacdo de anti-lgGh

(H+L).
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Figura 22 — SDS-PAGE de proteinas presentes em tampdao de ligacéo (BB) e tampéao de elui¢éo (EB)
eluidas de uma coluna contendo proteina A imobilizada para purificagdo de anti-lgGh (H+L).
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Figura 23 — SDS-PAGE de proteinas presentes em tampéao de ligacdo (BB) e tampao de elui¢do (EB)
eluidas de uma coluna contendo proteina G imobilizada para purificagdo de anti-lgGh (H+L).
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Figura 24 — SDS-PAGE de proteinas presentes em tampéao de ligacéo (BB) e tampéao de elui¢do (EB)
eluidas de uma coluna contendo uma mistura de proteina A e G imobilizada para purificacdo de anti-
IgGh (H+L).

Observando-se os resultados para purificacdo de anti-lgGh (H+L), utilizando-
se tampao de eluicdo (destacadas em vermelho), conclui-se que a coluna que
permite uma melhor separacdo corresponde a coluna contendo proteina G, pois
interage de maneira mais eficiente com os anticorpos, visto que na passagem do
tampéo de ligacdo (BB-1) ndo eluiu tantos anticorpos, concentrando-os na coluna
por meio da interacdo da por¢ao Fc da anti-lgGh (H+L) e a proteina imobilizada.

No caso da proteina A, em todas as etapas de eluicdo com tampao de ligacao
(BB-1 a BB-4) anticorpos sao perdidos no processo de lavagem. Portanto, nao
interagem de maneira especifica com as proteinas da coluna.

O procedimento foi repetido para a anti-lgGh (H+L), utilizando-se apenas a
coluna contendo proteina G imobilizada. As Figuras 25 e 26 correspondem ao
resultado de SDS-PAGE das lavagens com tampao de ligacdo (BB) e tampé&o de

eluicdo (EB), respectivamente.
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Figura 25 — SDS-PAGE de proteinas presentes em tampao de ligagdo (BB) eluida de uma coluna
contendo proteina G imobilizada para purificagdo de anti-lgGh (H+L), apds avaliacédo da eficiéncia
das diferentes colunas disponiveis (proteina A, G ou uma mistura de A e G imobilizadas).
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Figura 26 — SDS-PAGE de proteinas presentes em tampao de eluicdo (EB) eluida de uma coluna
contendo proteina G imobilizada para purificacdo de anti-lgGh H+L, apds avaliacdo da eficiéncia das
diferentes colunas disponiveis (proteina A, G ou uma mistura de A e G imobilizadas).

Pela Figura 26, é possivel concluir que a capacidade da separacéo utilizando-

se proteina G imobilizada n&o € reprodutivel, visto que um fragmento de
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aproximadamente 50 kDa é encontrado na fracdo EB-1 (seta vermelha), sendo que
esta € a por¢do que contém a maior quantidade de anti-lgGh (H+L).

Assim, embora a coluna contendo proteina G tenha apresentado um bom
resultado no processo de purificagcdo de anticorpos, restaram em solucdo algumas
proteinas que poderiam comprometer a caracterizacdo de anticorpos, que seriam
considerados como purificados. Pelo fato da técnica SERS poder detectar uma
pequena quantidade de moléculas quando ocorre a formacao das chamadas regies
de hot spots, impurezas como essas proteinas poderiam ser detectadas (COSTA et
al., 2009). Desta forma, a presenca de outras proteinas na amostra, além dos

anticorpos, dificultaria a interpretacao dos espectros SERS.

4.2.1.3 Purificacéo de anti-IgGh (Fab,)

Por fim, assim como era esperado para o processo de purificacdo de IgGh e
de anti-lgGh (H+L), presumia-se que os anticorpos ficariam retidos durante a
passagem do tampdao de ligacdo (BB) e que demais proteinas presentes em solucao
fossem eluidas nas primeiras etapas de passagem desse tampao. Também, previa-
se que na etapa seguinte, isto €, com a passagem do tampédo de eluicdo (EB), as
primeiras eluicdes fossem concentradas com 0s anticorpos previamente
imobilizados.

A seguir, sdo apresentados os resultados para a purificacdo de anti-lgGh

(Fab,).
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Figura 27 — SDS-PAGE de proteinas presentes em tampao de ligacédo (BB) e tampéao de eluicéo (EB)
eluidas de uma coluna contendo proteina A imobilizada para purificacdo de anti-IgGh (Fab,).

Figura 28 — SDS-PAGE de proteinas presentes em tampéao de ligacdo (BB) e tampao de elui¢éo (EB)
eluidas de uma coluna contendo proteina G imobilizada para purificacéo de anti-lgGh (Fab,).

Figura 29 — SDS-PAGE de proteinas presentes em tampéo de ligagdo (BB) e tampao de eluicdo (EB)
eluidas de uma coluna contendo uma mistura de proteina A e G imobilizada para purificacdo de anti-
IgGh (Fab,).
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Observando-se os resultados para a purificacdo de anti-lgGh (Faby), as
colunas contendo proteina G imobilizada e mistura de A e G permitem retencdes dos
anticorpos semelhantes, visto que na passagem do tampao de ligagéo (BB-1 e BB-2)
eluiu quantidade semelhante de anticorpos e demais proteinas, as quais devem ser
eliminadas nesta etapa. Também, com base no resultado, apés a passagem do
tampdo de eluicdo (destacadas em vermelho), conclui-se que as colunas
apresentam semelhanca na liberacdo dos anticorpos previamente ligados as
proteinas imobilizadas. Assim, para a purificacdo de anti-lgGh (Fab;) € possivel
utilizar ambas as colunas. No entanto, diferentemente de como ocorre a purificacao
da anti-lgGh (H+L), uma quantidade significativa de proteinas distintas dos
anticorpos permanecem na coluna e, desta maneira, o processo de purificacéo ficou,

novamente, comprometido.

4.2.2 Purificacao por pl

Para se separar os anticorpos por meio do pl, algumas consideracfes sobre
as suas caracteristicas devem ser feitas.

Sabe-se que as proteinas sdo formadas a partir da ligacdo peptidica entre
aminoacidos e que nestas moléculas isoladas estdo presentes dois grupos que
possuem diferentes pK, isto €, grupo carboxilico e grupo amina. O primeiro possuli,
em média, pK em torno de 2,2, estando esse grupo praticamente ionizado em pH
3,5. J4 0 segundo apresenta pK proximo de 9,4, de maneira que abaixo de pH 8 esta
na forma ionizada. Desta maneira, aminoacidos tém carater acido e basico, sendo
denominados como substancias anfotéricas ou anfdlitos (eletrélitos anfotéricos)

(VOET & VOET, 20086).
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Alguns amino&cidos possuem uma cadeia lateral com grupo ionizavel, sendo
que dentre os 20 aminoé&cidos (essenciais ou ndo essenciais), a tirosina (Tyr),
cisteina (Cys), lisina (Lys), arginina (Arg), histidina (His), acido aspartico (Asp) e
acido glutamico (Glu) possuem grupo ionizavel. Na Tabela 14 sdo apresentados os
aminoacidos formadores de cadeias polipeptidicas e pK do grupo carboxilico, amina

e cadeia lateral, quando for o caso (VOET & VOET, 2006).

=

Tabela 14 — Aminoacidos “padrdo” das proteinas e valores de pK de seus grupos ionizaveis.

Aminoé&cido com pKy pK, pPKg
cadeia lateral apolar a-COOH a-NH3" Cadeia Lateral
glicina (Gly) 2,35 9,78 -
alanina (Ala) 2,35 9,87 -
valina 2,29 9,74 -
leucina (Leu) 2,33 9,74 -
isoleucina (lle) 2,32 9,76 -
metionina (Met) 2,13 9,28 -
prolina (Pro) 1,95 10,64 -
fenilalanina (Phe) 2,20 9,31 -
triptofano (Trp) 2,46 9,41 -
Aminoécido com
. pPK1 pK2 pPKs
cadeia lateral polar . )
a-COOH o-NH3 Cadeia Lateral
sem carga
serina (Ser) 2,19 9,21 -
treonina (Thr) 2,09 9,10 -
asparagina (Asn) 2,14 8,72 -
glutamina (GIn) 2,17 9,13 -
tirosina (Tyr) 2,20 9,21 10,46 (fenol)
cisteina (Cys) 1,92 10,70 8,37 (sulfidril)
Aminoé&cido com
. PK1 PK: PKs
cadeia lateral polar . _
a-COOH o-NH; Cadeia Lateral
com carga
lisina (Lys) 2,16 9,06 10,54 (s-NH3")
arginina (Arg) 1,82 8,99 12,48 (guanidino)
histidina (His) 1,80 9,33 6,04 (imidazol)
acido aspartico (Asp) 1,99 9,90 3,90 (B-COOH)

acido glutédmico (Glu) 2,10 9,47 4,07 (y-COOH)
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Quando ocorre a formagdo de cadeias polipeptidicas e o processo de
enovelamento da proteina, esta possui cargas devido a exposicdo ou ndo de suas
cadeias laterais. Neste caso, 0 pK dos grupos ionizaveis pode ser alterado de
maneira significativa devido a influéncia de grupos carregados na vizinhanca dos
aminoacidos, efeito do meio associado a grupos com baixas constantes dielétricas
em suas proximidades e efeito da ligacdo de hidrogénio. Quando a proteina estd em
um pH onde a carga elétrica liquida € nula, diz-se que a proteina estd em seu ponto
isoelétrico (pl) (VOET & VOET, 2006).

Baseando-se nesta caracteristica, a separacao de proteinas pode ser feita a
partir da selecdo do pH do meio, porque pelo fato de possuirem diferentes pl teréo
carga superficial liquida diferente no pH escolhido. Essa separacdo € denominada
Iso-electric focusing. Quando aplicada em eletroforese em gel € chamada de
Polyacrylamide gel iso-electric focusing (PAGIF) (ANDREWS, 1986). O meétodo
baseia-se na migracdo de proteinas em um gel de poliacrilamida na presenca de
uma mistura de anfoteros. Esta € composta por substancias como aminoéacidos,
peptideos (baixo massa molecular) e tampdes anfotéricos ou ndo, que sao capazes
de se organizar em ordem crescente de pl quando um campo elétrico é aplicado. As
proteinas inseridas nesse gel migrardo no sentido do catodo ou anodo, de acordo
com suas cargas. Durante a migracdo, elas podem ganhar ou perder cargas e,
guando estdo com cargas negativas e positivas em igual quantidade, ndo migram.
Assim, permanecem em um pH que corresponde ao seu pl (VOET & VOET, 2006;
WALKER, 1994).

Em relacédo a formacéao do gel, as solucdes de acrilamida e bis-acrilamida séo
adicionadas H,0O ao invés de tampéo. A desvantagem desta separacdo consiste na

dificuldade de se recuperar as proteinas. Porém, se aplicadas ao final de diversas
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etapas de separacdo, sao Uteis na resolucdo de proteinas que diferem em 0,0025
unidades de pl (ANDREWS, 1986).

O processo de separacdo em questdo baseou-se na migracado de proteinas
entre pocos, de modo que em cada um existia uma faixa de pH devido a existéncia
de uma tira com espécies que dardo origem do gradiente de pH. A medida que as
proteinas migraram, pois houve a aplicacdo de uma diferenca de potencial entre os
polos localizados nas extremidades dos pocos, os pl destas foram alcancados na
faixa de pH associadas a estes. Desta maneira, as proteinas pararam de migrar,
pois possuiam quantidade igual de cargas negativas e positivas, ficando
concentradas em pocos onde se assumiu que pH = pl. Neste caso, diferentemente
da SDS-PAGE, as proteinas ficaram em solugcdo ao invés de permanecerem no gel.
Na Figura 30 é ilustrado o processo de migracdo de proteinas e, consequente,

concentracdo quando estas alcangam neutralidade de carga elétrica liquida.
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Figura 30 — Principio do processo de separagdo em micro-pocos. A) proteinas em solucdo antes da
aplicacdo de uma diferencga de potencial; B) proteinas em solu¢do migrando, ao longo do tempo,
devido a aplicacdo de uma diferenca de potencial; C) proteinas em solugéo impedidas de migrar por
causa da neutralidade de cargas (pH = pl) (Adaptado de AGILENT, 2012).

Nesta separac¢do, optou-se por ndo desnaturar as proteinas, pois no caso dos
anticorpos, o paratopo deveria ser mantido em condi¢cdes que proporcionassem a
sua ligagdo com o antigeno. Sabendo-se que a especificidade da interacdo esta

associada a complementaridade entre paratopo e epitopo, a localizacdo dos

aminoacidos em posicdes de reconhecimento deveria ser mantida.
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O processo de lavagem das amostras antes do preparo da solucao,
submetida a separacado, foi necessario para evitar que o potencial aplicado fosse
baixo devido a alta quantidade de ions carregadores na solucdo que mantém a
corrente (i) constante. Segundo a Lei de Ohm (E = i.R), para que i seja mantida
constante, se ha muitas espécies carregadoras, ndo havera alta resisténcia (R) e o
potencial (E) ndo sera aumentado. Neste caso, desejava-se que 0 campo elétrico
fosse alto para promover a migracdo das proteinas por entre os pocos (VOET &
VOET, 2006).

Inicialmente, procedeu-se com a separacdo de solucéao de IgGh e o resultado
das concentracdes e massas moleculares das proteinas separadas e identificadas

esta apresentado na Figura 31 e Tabela 15.

Madrk
oy

M ’ ’ y ' ' ) ' 4

Figura 31 — Visualizacdo e comparacdo de bandas do padrdo de massa molecular com proteinas
presentes em cada poco, apds separacdo de solucdo de IgGh 7,2 mg mL™ em micro-pocos,
utilizando-se tira IPG pH 3-10 de alta resolucéo.
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Tabela 15 — Resultado qualitativo e quantitativo de IgGh apés o processo de separacéo baseado no

pl.
_ Massa molecular [proteinajreiativa
Poco pH datira IPG
(kDa) (ng uL)
3 3,58 — 3,87 - -
4 3,87 -4,16 - -
5 4,16 — 4,45 - -
6 4,45 -4,74 - -
7 4,74 - 5,03 - -
8 5,03 -5,32 - -
9 5,32 -5,61 - -
10 5,61 -5,90 118,0 19,7
11 5,90 - 6,19 - -
12 6,19 -6,48 163,5 60,0
154 45,1
13 6,48 — 6,77
156,5 104,2
14 6,77 — 7,06 156,6 226,9
15 7,06 - 7,35 157,4 305,4
16 7,35-7,64 157,7 355,6
17 7,64 —7,93 158,2 661,9
15,7 20,7
59,1 19,4
18 7,93 -8,22
90,9 24,2
160,5 1.026,2
15,9 20,5
19 8,22 -8,51
160,8 921,2
15,3 30,8
20 8,51 -28,80
162,5 755,7
14,9 45,5
21 8,80 — 9,09 141,3 34,9
162,8 817,1
17,0 35,2
22 9,09 -9,38
158,7 1.421,5

Segundo a literatura, a massa molecular das IgGh é de aproximadamente 150
kDa e o pl encontra-se na faixa de 7-9,5 (PRIN et al., 1995). Os resultados obtidos

apresentaram, majoritariamente, proteinas com massa molecular entre 141,3-163,5
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kDa que foram concentradas nos pogos 12-22, excluindo-se os pocos 1, 2, 23 e 24
porque se esperava, baseando-se na literatura, que as IgGh fossem concentradas
em pocos cujo pH estivesse em regides préximas a neutralidade.

De acordo com os dados obtidos pela técnica MALDI TOF-TOF, a massa
molecular da IgGh envolvida neste trabalho era de 147,4-158,6 kDa, ratificando a
heterogeneidade na composi¢cao de anticorpos policlonais. Em relagcéo ao pl, a faixa
obtida ndo condiz com a literatura, pois em pH 6,19 havia IgGh. Assim, 0s
parametros de massa molecular e pl possuem desvios. Também, outro fator
desfavoravel foi a quantidade de proteinas existentes nos mesmos pocos que as
IgGh, o que tornou a separacao ineficiente para isolar os anticorpos de sua matriz
complexa para uma caracterizacdo por meio da técnica Raman ou SERS de IgGh
purificada.

No entanto, a fim de se verificar o potencial de separacéo por pl, aplicou-se o
processo a BSA, que é uma proteina com menor massa molecular e 98% de pureza.
Na maioria dos pocos foram encontradas bandas com massa molecular de
aproximadamente 15 kDa. Pelo fato das amostras terem sido submetidas a um
processo de lavagem, utilizando-se coluna 30.000 MWCO, esses sinais podem
corresponder a formacdo de micelas de SDS, presentes na solucdo de amostra.
Assim, o corante utilizado na deteccéo de proteinas pode intercalar-se na micela de
SDS, o qual é utilizado para as revestir e conferir-lhes carga negativa. Neste caso,
as micelas formadas podem ser detectadas pelo equipamento como tendo massa
molecular em torno de 15 kDa.

Na Figura 32 observa-se a banda do padrdo de massa molecular e da
amostra proveniente de cada um dos pocos, apds a separacdo de BSA utilizando-se

tira IPG pH 3-10 de baixa resolucdo. Na Tabela 16 sdo apresentadas as
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concentracbes e massa molecular das proteinas em cada po¢o. Os dados do perfil
de separacdo, de concentracdo e massa molecular sédo fornecidos pelo software
2100 Expert. Em todos os experimentos foram excluidos valores de massa
molecular e concentracdo de proteinas que estdo abaixo da faixa qualitativa da
técnica (15 ng uL™), tomando-se como referéncia a BSA em tampéo PBS. Portanto,
a faixa de massa molecular detectavel foi considerada de 14-230 kDa (INTERCHIM,

2012).

3,00 pH 10,00
kDa l >

Cd
240 - i_

15 -

7_—_-__ — -

‘-5-—___———_— [
Padrao 1 2 3 4 5 6 7 8 9 12
MW

Figura 32 — Visualizacdo e comparacdo de bandas do padrdo de massa molecular com proteinas
presentes em cada poco, ap6s separacio de solucdo de BSA 1,38 mg mL™, utilizando-se tira IPG pH
3-10 de baixa resolucao.
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Tabela 16 — Resultado qualitativo e quantitativo de BSA ap6s o processo de separacao baseado no

pl.
Massa molecular P .
Pogo pH datira IPG [proteinalreiaiva
(kDa) (ng pL™)
1 3,00 - 358 16.4 32,7
2 3,58 4,16 _ -
55,6 13721
3 4,16 — 4,74 109,7 1421
116,8 32,7
16.1 45,2
53,0 22,6
4 56,1 669,7
4,74 -532 1100 1918
116,5 69,4
167,5 20,9
5 5,32 — 5,90 15,8 17,0
6 5,90 — 6,48 - -
7 6,48 — 7,06 - -
8 7,06 — 7,64 70,6 84,1
9 7,64 — 8,22 164,9 9,3
12 9,38 — 9,96 16,0 31,5

Cada poco de separacédo esta associado a uma faixa de pH que, neste caso,
varia de 3,00 até 10,00 em 12 pocos. Assim, cada poco possuia um intervalo de pH
de 0,58. Pelo fato do solvente migrar juntamente com as proteinas, alguns pocos
tiveram seu volume diminuido, de modo que este é insuficiente para analise, como
ocorreu nos pocos 10 e 11. Por isso, na Figura 32 ha uma barra vertical sobre a seta
gue indica o aumento de pH, demonstrando a falta de continuidade nas faixas de pH
associadas a cada poc¢o na sequéncia da imagem.

Observa-se que houve a concentragdo de proteinas nos pocos 3 e 4.
Segundo a literatura, (AMIM et al., 2010; FUJIMOTO et al., 2002) a faixa de pl desta
proteina corresponde a faixa de 4,7-5,5. Pelo fato de ter sido utilizada uma IPG 3-10

de baixa resolucao, a variagdo de pH em cada poco € 0,58. Portanto, os pogos 3 e 4
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estdo associados as faixas 4,16-4,74 e 4,74-5,32, respectivamente. Neste caso,
essa técnica foi util para concentrar BSA de acordo ao seu pl. Porém, no que diz
respeito a andlise qualitativa, as proteinas em maior quantidade nos pocos 3 e 4
foram identificadas como tendo massa molecular de 55,85 * 0,35 kDa. Baseando-se
em uma analise de espectrometria de massa, cujos resultados encontram-se
apresentados nas Figuras 33 e 34, observa-se que a massa molecular de BSA,

determinada previamente como igual a 55 kDa, esté& divergindo.
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Figura 33 — Espectrometria de massa de BSA (m/z = 35.000 a 215.000). Insercao corresponde a
SDS-PAGE.
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Figura 34 — Espectrometria de massa de BSA (m/z = 30.000 a 86.000). Insercéo corresponde a SDS-
PAGE.

Essa divergéncia de massa molecular entre as técnicas MALDI-TOF-TOF e
eletroforese em gel ou em chip ocorre devido a migracao das proteinas que pode ser
influenciada por diversos fatores, sendo uma andlise menos precisa do que a de
espectrometria de massas. Nesse sentido, a eletroforese em gel utiliza-se de
padrdes de peso molecular que fornecem uma estimativa de grandeza da massa
molecular, sendo que esta deverd ser confirmada por uma técnica mais robusta
como a MALDI-TOF-TOF, por exemplo.

Apoés os testes de purificacdo de anticorpos, utilizando-se coluna de afinidade

e pl disponiveis como ferramentas para tal finalidade, concluiu-se que a tese de se
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trabalhar com anticorpos purificados para a caracterizacdo espectroscépica de IgGh,
anti-lgGh (H+L) e anti-lgGh (Fab,) ndo seria possivel, dadas as dificuldades para as
isolar de outras proteinas existentes nas amostras. Na literatura, pode-se citar o
trabalho de Kengne-Momo e colaboradores que fizeram aquisicdo do espectro
Raman de IgGh e Proteina A de Estafilococos (SpA) sem prévio tratamento, o que
permitiu uma andlise da estrutura nativa dessas proteinas (KENGNE-MOMO et al.,
2012). Também, Balzerov e colaboradores desenvolveram um método de detecgéo
de 1gGh que utilizou nos ensaios amostras com pureza 295% (BALZEROV, 2014).
Assim, em todos os experimentos realizados neste trabalho, optou-se pelo
uso das solucdes originais, sem qualquer purificacdo/tratamento prévio, dadas as

dificuldades apresentadas.

4.3 Avaliacado da eficiéncia do processo de fragmentacdo de
anticorpos

Considerando-se que os fragmentos de anticorpos poderiam ser
caracterizados pela técnica SERS, foram gerados fragmentos F(ab). No entanto,
duas abordagens foram empregadas: uso de papaina ndo imobilizada e papaina
imobilizada, a fim de se verificar o0 método que permitiria 0 melhor rendimento na
producéo de fragmentos F(ab)'.

A fragmentacdo utilizando-se papaina apresenta vantagem, pois além de
conservar a regiao de reconhecimento do anticorpo (paratopo) pelo antigeno, sao
gerados dois fragmentos com ligacdes de dissulfeto que podem ser utilizadas no
processo de imobilizacdo sobre superficies, como por exemplo, sobre o ouro.
Também, os fragmentos Fc podem ser retirados do sistema reacional por meio de

colunas de afinidade, conforme foi discutido no processo de purificacdo de
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anticorpos (item 4.2.1), tendo em vista que, diferentemente da pepsina que produz
diversos fragmentos, a por¢cdo Fc mantém-se intacta e pode interagir com proteinas
A, G ou uma mistura das proteinas A e G, tal qual ocorre com 0s anticorpos nao
fragmentados.

Um estudo feito por Vikholm demonstrou o uso de fragmentos F(ab)’ e F(ab),’
provenientes de anti-IgGh para detecgao de IgGh. Estes foram imobilizados sobre
uma superficie de ouro para a construcao de um imunossensor baseado na técnica
SPR, sendo constatado que dependendo da maneira como os fragmentos se ligam,
a interacdo paratopo-epitopo pode ser comprometida (VIKHOLM, 2005). Neste
sentido, a técnica SERS possui vantagem em relacdo a SPR, pois a caracterizacéo
espectroscopica pode avaliar a orientacao da ligacdo, bem como se esta afetou sua

a conformacao secundaria.

4.3.1 Papaina ndo imobilizada

Para a visualizacdo do rendimento dos fragmentos gerados, utilizou-se gel
poliacrilamida nao redutor, pois se 0 meio fosse redutor, seriam observadas bandas
menores do que 50 kDa, devido a clivagem da cadeia pesada e leve existentes nos
fragmentos F(ab)'.

Majoritariamente, espera-se a visualizacdo de uma banda de massa
molecular menor do que 50 kDa, referente a F(ab)’, e uma banda em 27 kDa
correspondente a porcao Fc (2:1). Eventualmente, duas bandas podem ocorrer em
24 e 15 kDa devido a produtos ndo importantes gerados no processo de digestéao
(ELGERT, 1996; BONIFACINO et al., 2004).

A cisteina pode causar alguma modificacdo na mobilidade eletroforética do

anticorpo ndo fragmentado e este efeito podera ser observado no grupo de controle,
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isto €, os anticorpos que ndo foram submetidos ao processo de fragmentacao.
Assim, em tempos de incubacdo menores que 4h, geralmente ha o aparecimento de
bandas em 120 kDa.

Inicialmente, bandas correspondentes a anticorpos intactos sdo esperadas.
Pois, o processo de fragmentacdo € considerado completo quando as bandas em
150 kDa e 120 kDa néo estiverem mais presentes. O tempo de fragmentacdo de
cada tipo de anticorpo pode variar, por isso, € necessario testar as condi¢des ideais
de incubacgéo (BONIFACINO, 2004).

Portanto, foram avaliadas as condi¢des de fragmentacao para IgGh, anti-lgGh
(H+L) e anti-lgGh (Fab,) durante o periodo de 1 a 48 h de incubacéo.

Na Figura 35 séo apresentas as bandas geradas quando as IgGh sé&o

submetidas a ac&o da papaina 0,1 mg mL™ (GO01).

Padrio
kDa Mmw 601-1 G01-2 G01-4 GO1-6 GO1-12 GO1-18 601-48

14,2

Figura 35 — SDS-PAGE para amostras de IgGh submetidas a agdo da enzima papaina 0,1 mg mL*
em diferentes tempos de incubacéo (1, 2, 4, 6, 12, 18, 24 e 48 h) a 37 °C.

Observa-se que a medida que a reacdo avanca as bandas correspondentes

as IgGh (~150 kDa) vao desaparecendo e as bandas em ~50 kDa aumentando.
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Neste caso, observa-se claramente o desaparecimento das bandas em ~150
kDa e 120 kDa, bem como o aumento das bandas em ~50 kDa, indicando que o
processo gerou fragmentos que podem ser atribuidos a F(ab)'.

O mesmo perfil, representado na Figura 36, € seguido pelas IgGh submetidas

a acdo da papaina 0,02 mg mL™ (G002).

Padrdo
kDa MW

G002-1 G002-2 G002-4 G002-6 G002-12 G002-18 GOD2-24

G002-48

14,2

Figura 36 — SDS-PAGE para amostras de IgGh submetidas a acdo da enzima papaina 0,02 mg mL™
em diferentes tempos de incubacao (1, 2, 4, 6, 12, 18, 24 e 48 h) a 37 °C.

Observa-se tanto na Figura 35, quanto na Figura 36, uma proporcao de
aproximadamente 2:1 entre as bandas em ~50 kDa e 27 kDa, estando de acordo
com a propor¢cdo F(ab): Fc (ELGERT, 1996). No entanto, Coleman e Mahler
afirmam que o fragmento Fc quando submetido a SDS-PAGE, por meio da acao do
SDS tem suas duas cadeias pesadas separadas, com o surgimento de banda em
~25 kDa (COLEMAN & MAHLER, 2003). Neste estudo, bandas em ~25 kDa
aparecem, mas menos intensas do que as demais bandas em ~50 kDa e,

especificamente, nas bandas com padrao 2:1.
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Apesar do perfil de fragmentacdo para as amostras submetidas a acao da
papaina 0,02 mg mL™ ser semelhante aquele obtido por meio do uso da papaina 0,1
mg mL™, concluiu-se que o tempo de 24 h de incubacdo em papaina 0,1 mg mL™ é
o melhor, pois a diferenga nas intensidades das bandas em ~50 kDa entre 24 h e 48
h do grupo GO1 néo é tdo grande e, comparando-se G01-24 e G002-24, observa-se
que a intensidade da banda da primeira é maior do que a segunda.

Assim, definiu-se que as condi¢des de G01-24 sdo as melhores para gerar 0s
fragmentos de interesse provenientes da fragmentacéo de IgGh.

Na Figura 37 é demonstrado o comportamento das IgGh ndo submetidas a

acdo da papaina, isto €, aguelas que nao foram fragmentadas (GC).

Padrido
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Figura 37 — SDS-PAGE para amostras de IgGh ndo submetidas & acdo da enzima papaina em
diferentes tempos de incubacao (1, 2, 4, 6, 12, 18, 24 e 48 h) a 37 °C.

As bandas em ~150 kDa e ~120 kDa (devido a acdo da cisteina que pode
mudar a mobilidade eletroforética das IgGh) eram esperadas. Observou-se que elas
se mantém constantes ao longo do periodo de incubacdo a 37 °C, indicando que

nao sao formados fragmentos F(ab)’ e Fc nas condicbes empregadas.
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No entanto, diversas bandas aparecem ao longo do periodo de incubacéao,
pois foram utilizadas solugbes ndo purificadas nestes experimentos. A principio,
pode-se inferir que as bandas produzidas no GC, correspondem a impureza das
IgGh, porém, pelo fato das amostras serem aquecidas a 100 °C durante 10 min no
procedimento de desnaturacdo das amostras que foram submetidas ao gel é
possivel inferir que uma pequena parcela das IgGh pode sofrer decomposi¢ao nesta
etapa. Luz e colaboradores, em um estudo de determinacdo de umidade em
sementes, trataram estas em estufas com temperaturas que variaram de 103 a 200
°C em diferentes tempos. Observaram que na temperatura de 103 °C, durante 24 h,
a decomposicdo de proteinas, lipideos e carboidratos ocorria (LUZ et al., 1993).
Neste caso, a afirmacdo sobre a decomposicédo parcial das IgGh no processo de
desnaturacdo é razoavel, pois a temperatura na qual as IgGh estdo normalmente
inseridas corresponde a temperatura corporal humana, que difere em mais do que
60 °C em relacdo aquela do processo de desnaturacdo das amostras.

O mesmo estudo de fragmentacao foi aplicado a anti-IgGh (H+L) e anti-IgGh
(Faby) nédo purificados. No entanto, os resultados de SDS-PAGE nao foram
apresentados, tendo em vista que a IgGh foi o anticorpo selecionado para ter sua
porcao F(ab’) separada e utilizada nos experimentos de imobilizacdo de fragmentos
sobre superficies metdlicas, devido ao seu espectro Raman/SERS possuir maiores
detalhes do que das anti-IgGh, conforme ser& discutido oportunamente. No entanto,
é valido informar que as condi¢des ideias para fragmentar anti-lgGh (H+L) foi a
utilizacéo de papaina 0,1 mg mL™* com tempo de incubacéo igual a 12 h. E, para

anti-lgGh (Fab,) uso de papaina 0,1 mg mL™ com tempo de incubac&o igual a 18 h.
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4.3.2 Papaina imobilizada

Neste estudo foi utilizada apenas IgGh nédo purificada. Na Figura 38 séao
apresentas as bandas referentes aos fragmentos que nao interagiram com a coluna
contendo proteina A (que resultou na melhor interacdo entre a porcao Fc da IgGh,

conforme foi discutido anteriormente) e os fragmentos que foram eluidos desta.

Figura 38 — SDS-PAGE aplicada para visualizar as bandas caracteristicas da IgGh, dos fragmentos
gue ndo interagem com a proteina A na coluna e fragmentos eluidos desta.

A proteina A é um polipeptidio com massa molecular de 42 kDa produzida
pela espécie Staphylococus aureus. Esta proteina tem capacidade para interagir de
maneira especifica com a por¢cdo Fc de IgG, principalmente. Devido a alta
estabilidade desta proteina, ela € comumente imobilizada e utlizada com a
finalidade de separar IgG (LUO et al., 2002).

Na Figura 39 sdo apresentas as bandas com visualizacdo mais nitida apés
concentracdo em coluna 30 MWCO da solucdo contendo fragmentos que nao

interagem e aqueles que interagem com proteina A imobilizada na coluna.
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Figura 39 — SDS-PAGE utilizando solu¢des concentradas contendo fragmentos presentes no tampao
de ligacdo e no tampéao de eluicdo.

Como pode ser observado, a banda em 150 kDa pode ser atribuida a IgGh
ndo fragmentada no processo, visto que o rendimento pode ser igual a 50-65%.
Apesar do rendimento ser baixo, a obtencdo dos fragmentos utilizando-se este kit é
mais rapida e pratica. Sendo, portanto, uma ferramenta util para geracdo de
fragmentos F(ab)’, do ponto de vista da praticidade e rapidez. Outra vantagem desse
kit estad associada a imobilizacdo da papaina, pois ha maior controle do processo de
digestao, facil separacéo da enzima e solucdo onde ocorreu o processo de digestéao,
bem como aumento da estabilidade frente ao processo de desnaturacdo ou autolises
(processo de auto-digestdo desta protease). O fato da papaina estar imobilizada
pouco afeta a atividade desta enzima, sendo que esta pode ser reutilizada (LUO et
al., 2002). Neste sentido, a reutilizacdo das enzimas presentes no kit é uma
vantagem. Porém, do ponto de vista do rendimento na geracdo dos fragmentos é
uma desvantagem. Assim, a fim de avaliar a manutencdo da atividade da protease
imobilizada, foram feitos experimentos em uma mesma coluna para verificar se o

processo de fragmentacgao seria influenciado ao longo do tempo.



Tese de Doutorado 110

4.3.2.1 Redtilizacao de papaina imobilizada

Este experimento envolveu processos de clivagens entre 60-150 dias, sendo
que um controle foi feito a partir do uso de solucdo de papaina imobilizada néo
utilizada previamente.

Na Figura 40 é demonstrado o perfil do rendimento no processo de

fragmentacao das IgGh.

Controle 150dias  90dias  60dias Contole 150dias S0dlas 60 dias
Padido Fab Fab Fak Fab lgG + Fec lgG+Fec  lgG+Fe  IgG + Fe

Figura 40 — Rendimento do processo de fragmentacgédo utilizando papaina imobilizada previamente
utilizada (ap6s 150, 90 e 60 dias) e controle (papaina nunca utilizada).

Observando-se o decréscimo do rendimento do processo de clivagem
(intensidade das bandas proximas a 50 kDa do padrdo) ao se utilizar papaina
imobilizada reutilizada, mesmo mantendo-a em baixa temperatura e em tampéo
contendo NaNgs, estas ndo sédo condi¢cbes suficientes para manter a atividade da
protease, que ao longo do tempo tem sua capacidade enzimatica diminuida. Neste
caso, reutilizar papaina imobilizada ndo € uma alternativa vantajosa, visto que a

quantidade de fragmentos gerados ndo € a mesma quando comparada a papaina
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nao imobilizada que apresentou alto rendimento, de acordo com a concentracdo da
enzima utilizada e o tempo de incubacéo.

Assim, nos experimentos para geragao de fragmentos F(ab)’, foi utilizada a
técnica que envolve o uso de papaina com concentracdo e tempo de incubacao pré-

estabelecidos.

4.4 Nanoparticulas (NP)

Para os estudos de caracterizacdo espectroscopica dos anticorpos ou de
seus fragmentos por meio da técnica SERS, ha a necessidade de se utilizar
superficies com caracteristicas plasmonicas. Por isso, para a aquisi¢cao deste tipo de
espectro, foram sintetizadas NP-Au com capacidade de intensificar o sinal Raman,
sendo, portanto, estruturas SERS-ativas. Neste sentido, além destas superficies
imobilizarem as biomoléculas, permitem a amplificacdo de sinais Raman e
caracterizacdo da orientacdo e conformacao secundaria dos anticorpos ou de seus
fragmentos.

Inicialmente, foi selecionada uma preparacdo que produz nanocubos de ouro
(NC-Au) (SUN et al., 2008). A partir desta, foram feitas mudancas que permitissem a
modulacdo das caracteristicas das NP-Au que sao favoraveis as superficies do tipo

SERS-ativas.

4.4.1 Variacdo da preparacédo de NC-Au para obtencéo de NB-Au

O processo de formacgéo de NP-Au, da ordem de 2-5 nm, na solugcdo semente
ocorre a partir da reducdo de Au®" complexado ao surfactante CTAB, por meio de

um agente redutor forte NaBH, (SUN et al., 2008).
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O crescimento das particulas na solugcéo de crescimento ocorre sobre as NP-
Au, provenientes da solucdo semente, que atuam como catalisadores nesse
processo. Inicialmente, na solucdo de crescimento, o Au** complexado ao CTAB é
reduzido pela acdo do &cido ascorbico, que € um agente redutor fraco. Desta
maneira, ha a formagcdo do Au’ complexado ao CTAB. Quando estes estdo na
presenca de NP-Au (solugcdo semente) sofrem reducao, resultando no crescimento
da particula. A Equacao 3 descreve a formacdo de NP-Au na solucdo semente,
enquanto que as Equacdes 4 e 5 demonstram o processo envolvido no crescimento
das NP-Au. As Figuras 41 e 42 apresentam as mudancas de coloracdo da solucéo

semente (seed) e de crescimento.

NaBH,
Audt — CTAB —— Au___, (solucido seed)

(Equacéo 3)

Arido ascérbico
Audt — CTAB —————— Au™ — CTAB (solugio de crescimento)

(Equacéo 4)

Ugoe g+ acido ascorbico

A
Au® — CTAB NP(Au)

(Equacéo 5)

CTAB CTAB-Au™* Seed

Figura 41 — Mudanca de coloracéo da solu¢cdo semente: CTAB 0,10 mol L' em solucéo aquosa,
complexo CTAB-Au* (HAUCI, 1,0 mmol L) e semente apds adicio de NaBH, 0,10 mol L™
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-«

CTAB CTAB-Au?* CTAB-Au* NP-Au (cor relacionada a forma e tamanho)

Figura 42 — Mudanca de coloracao da solucdo de crescimento: CTAB 0,020 mol L™ em solucéo
aquosa, complexo CTAB-Au** (HAUCI, 3,0 mmol L™), complexo CTAB-Au*
(4cido ascérbico 0,10 mol L'l) e avanco do crescimento das NP-Au.

A mudanca na coloragao esta diretamente associada ao crescimento das NP,
pois além da absor¢do do plasmon, luz também é espalhada. Assim, conforme as
NP tém seu tamanho aumentado, maior sera o espalhamento de luz (MURPHY et.
al., 2008).

O formato das NP-Au é controlado pela razdo entre o crescimento da face
[100] e [111]. O CTAB interage com a face [100], diminuindo a taxa de crescimento
desta. Assim, a face [111] cresce com maior velocidade, resultando em NP-Au em
forma de bastdes (SUN et al., 2008). Conforme pode ser ilustrado pela Figura 43,
esse tipo de NP-Au é formado por 5 faces laterais [100] e 10 faces nas extremidades
[111], sendo que o CTAB forma uma bicamada por meio da interacdo entre 0s

grupos alquilas (SAJANLAL et al., 2011).

(B

nonne I mmmmmmmmm

[T ) {11
M—— 10

T

Figura 43 — llustragcdo da A) morfologia 3-D das faces das extremidades (111) e das faces laterais
(100); B) formacao da dupla camada de CTAB na superficie do NB (retangulo preto) que auxilia na
formacéo do NB a medida que mais ions de ouro (pontos pretos) sao introduzidos (SAJANLAL et al.,
2011).
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Quando Cu?* é adicionado ao meio reacional, este se liga na face [111],
diminuindo sua taxa de crescimento, resultando em NP-Au em forma de cubos.

Na literatura (SUN et al., 2008; SAJANLAL et al., 2011), demonstra-se que a
razao (R) entre as taxas de crescimento das faces [100] (Gpoo) pela [111] (G,
quando resultam em R << 0,58 sdo formadas particulas em forma de bastdes.
Porém, quando R ~ 0,58 as formas cuboides sao favorecidas. Por fim, quanto maior
é quantidade de Cu?" adicionado & solucdo de crescimento (R ~ 1,7), ocorre a
formacao de decaedros.

Neste estudo, limitou-se a preparacdo de NC-Au e a adaptacdo de sua
metodologia para favorecer a formacdo de NB-Au, a partir da variacdo da [Au®‘] na
solucéo de crescimento, bem como da quantidade de semente para o crescimento
das NP-Au.

No processo de preparacdo de NB-Au, o CTAB e o0 acido ascorbico tem
contribuicéo significativa no formato das NP. Em um estudo feito por Jana, afirma-se
gue o NaHB, (agente redutor forte) € responsavel pela nucleacédo, enquanto que o
acido ascorbico (agente redutor fraco que ndo reduz Au® na auséncia de particulas
de Au) controla o crescimento das NP (JANA, 2005).

Nos experimentos realizados, um dos objetivos era reproduzir esse controle
sobre a forma e tamanho das NP, utilizando-se dessas ferramentas que consideram
a diminuicdo da taxa de crescimento de determinadas faces, associadas ao controle

no processo de nucleacéo e crescimento das NP.
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4.5 Caracterizacao das NP-Au

Geralmente, devido ao custo, praticidade e rapidez, a caracterizacdo de NP-
Au pode ser feita por meio da aquisicdo do espectro de extingdo (visualizacdo da
absorcdo dos plasmons na regidao do UV-Vis). Posteriormente, a aquisicdo de
imagem MEV permitira uma visualizacdo do rendimento de formas e tamanhos das

NP.

4.5.1 Aquisicao de espectro de extincdo e MEV

O espectro de extincdo € formado pela contribuicdo da absorcdo e
espalhamento das NP, conforme é ilustrado na Figura 44 que apresenta espectros

calculados para diferentes formas de nanoparticulas (KUMAR, 2009).
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Figura 44 — Efeito da forma de nanoestruturas nas propriedades espectrais. Espectros UV-Vis
calculados para nanoestruturas de Ag: extingcdo (preto), absorcdo (vermelho) e espalhamento (azul)
(Adaptado de KUMAR, 2009).

A aquisicdo do espectro de extingdo das NP-Au (NC-Au e NB-Au)
corresponde a uma analise qualitativa preliminar sobre o éxito da sintese. Pois, por
meio da visualizacdo de bandas referentes ao seu plasmon é possivel identificar o
produto majoritario do processo de formacdo que, no caso dos NB-Au, apresenta
duas bandas, enquanto que para os NC-Au, apenas uma deve ser formada. Assim,
guando essa informacdo qualitativa for obtida, a aquisicdo de imagem MEV para
avaliar os produtos majoritarios e minoritarios da preparacdo pode ser feita.

O espectro é denominado espectro de extingdo porque ha a contribuicdo da

absorcdo do plasmon superficial e, quando as particulas possuem dimensdes
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proximas ao comprimento de onda da radiacdo incidente, ha espalhamento destas
de acordo com a Teoria de Mie. Portanto, para particulas maiores do que 50 nm, o
espalhamento na regido do vermelho e infravermelho préximo € consideravel

(SANT’ANA et. al., 2006).

45.1.1 NC-Au

A sequir, sdo apresentados o espectro de extingdo dos NC-Au e a imagem de

microscopia (Figuras 45 e 46).

08— 537
07
06
05
0.4

7 654
0,3 4

Extingéo

0,2 5

0,1 <

EI|I:I T I T I T I T I T
400 500 G600 fan a00 400

Comprimento de onda (nm)

Figura 45 — Espectro de extin¢édo da solucdo de preparacdo de NC-Au.
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Figura 46 — MEV dos NC-Au, com aumento de 90.000 vezes.

O espectro de extincdo apresenta uma banda em 537 nm referente a
absorcéo do plasmon superficial correspondente aos eixos longitudinal e transversal
de NC-Au. Como se pode observar pela imagem MEV, a preparacdo apresentou
majoritariamente NC-Au (Figura 46). Porém, uma pequena banda em 684 nm,
associada aos produtos minoritarios demonstram que ha eixos longitudinais maiores
do que dos NC-Au, resultando também em uma fracdo significativa de NB-Au.
Assim, concluiu-se que essa preparacao teria potencial para a aquisicdo de NB-Au.
Na técnica SERS, como sera discutido posteriormente, ha grande interesse em

morfologias que resultem em pontas.

45.1.2 NB-Au

Considerando-se o potencial da preparagdo de NB-Au a partir da adaptacéo

da metodologia proposta por Sun e colaboradores (SUN et al., 2008), inicialmente,
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exclui-se a adicdo de Cu®*, de modo a permitir uma R << 0,5 e favorecer a formacéo
de NB-Au.

Nas Figuras 47, 48 e 49 estdo apresentas as imagens MEV das NP-Au
sintetizadas, sendo que a Figura 48 foi utilizada para estimar o rendimento no

processo de formacgéo de NB-Au.

Figura 47 — MEV das NP-Au obtidas a partir da preparacdo sem adicdo de Cu®*. Aumento de 10.000
vezes.

X50,000 1000m WD 80mm

Figura 48 — MEV das NP-Au obtidas a partir da preparacdo sem adicdo de Cu®. Aumento de 50.000
vezes.
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SEIl 50kV  X150000 100nm WD 1.5mm

Figura 49 — MEV das NP-Au obtidas a partir da preparacdo sem adicdo de Cu®*. Aumento de
150.000 vezes.

A distribuicdo desta preparacao esta apresentada na Figura 50.

70.0%
61.E%
GO,0%
S0n0%
40,0%
30,0%
20.0%

10,0% B 5%

Triangulo Bastio Cubo/Esfera

Figura 50 — Distribuicdo das NP-Au obtidas a partir da preparacdo sem adi¢céo de cu® (triangulo,
bastdo e cubo/esfera).
Assim, como o0 objetivo da preparacdo era obter NB-Au, foi encontrada a
distribuicdo do comprimento e largura dos NB-Au que € apresentada por meio de

histogramas, contendo o desvio padréo na Figura 51.
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Figura 51 — A) Histograma do comprimento (SD = 9,4 nm); B) Histograma da largura (SD = 3,1 nm)
dos NB-Au obtidos a partir da preparacdo sem adicao de cu?.

Baseando-se nos histogramas, a distribuicio do comprimento esta
majoritariamente entre 55 e 80 nm (SD = 9,4 nm) e a largura entre 24 e 31 nm (SD =
3,1 nm).

O interesse na formacdo de NB-Au esta relacionado a possibilidade de se
obter o efeito SERS, sabendo-se que em estruturas com pontas, ocorre uma
concentracdo do campo elétrico. Assim, pelo fato do espalhamento Raman estar
associada ao campo elétrico, NB-Au podem ser utilizados com a finalidade de
intensificacdo do sinal Raman por meio do efeito SERS, pois tém como
caracteristica um campo elétrico local significativo e concentrado.

Também, outro critério para que o fenbmeno SERS ocorra € o tamanho das
NP, que deve estar entre 10-100 nm (AROCA, 2006). Neste caso, os NB-Au
preparados estdo nesta ordem de grandeza. Portanto, podem ser estruturas com
potencial para superficies SERS-ativas.

Em analises quantitativas que utilizam o efeito SERS como sinal proporcional
a concentracdo do analito, é necessario que as NP sintetizadas sejam homogéneas,
de modo que a intensificacdo gerada seja constante. Para isto, o comprimento e

largura dos NB-Au devem estar centrados em uma faixa menor de distribuicdo de
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tamanho (largura da banda do espectro de extincdo a meia altura deve ser estreita).
No entanto, neste trabalho o objetivo era uma caracterizagcdo qualitativa das
biomoléculas. Assim, focou-se na obtencdo NP-Au, independentemente da
homogeneidade do sistema. No entanto, quando a relacédo intensidade do sinal
Raman vs concentracdo for um objetivo, € necesséario que as formas e tamanhos
das NP sejam homogéneos. Desta maneira, a técnica SERS pode tornar-se uma
ferramenta analitica bastante interessante, pois além do seu potencial para
determinar a orientacdo das biomoléculas e suas conformacdes, pode intensificar os
sinais para posterior correlacdo com a concentragcédo de um analito, por exemplo.

A seguir sdo apresentados os espectros de extingdo (Figura 52) e imagens
MEV (Figuras 53, 54 e 55) das variacbes feitas no preparo de NC-Au, isto €,
variando-se o volume de semente (seed) adicionado (2,5; 5,0 e 10 pL) a solucéo de
crescimento, bem como da concentracdo de Au®* nesta solucdo (1,5; 2,0; 2,4; 2,5 e

3,0 mmol L™).

1,75

1,50 NB-Au-V__ . =25l

- seed
NB-Au-V__ =50 L

1.25 4

NB-Au-V__ =100 uL

seed

1,00
0,754

0,50 +

Expectro de extingéo (u.a.)

0,25

L 1000l

0,00 ; | ; , ; : ;
400 500 600 700 800
Comprimento de onda (nm)

Figura 52 — Espectro de extingdo de NP-Au que utilizou 2,5; 5,0 e 10,0 uL de solu¢cdo semente.
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Na Figura 53 observa-se que, ao se disponibilizar uma quantidade menor de
sementes para o crescimento das NP-Au, ha o favorecimento no processo de
alongamento dos bastbes, dado o aumento da intensidade das bandas associadas
ao eixo longitudinal, bem como do deslocamento desta banda para maior
comprimento de onda, evidenciando o crescimento dos NB-Au. Assim, os dados
indicam que menor quantidade de semente permite que o Au® seja disponibilizado
para o crescimento de menor quantidade de particulas na face [111], favorecendo-se
o0 aumento dos NB-Au. No entanto, essa modificacdo ndo permite a obtencao
majoritaria de NB-Au, apresentando apenas uma tendéncia a formacao. As imagens
MEV das NP-Au sintetizadas por meio desta variacdo sdo apresentadas nas Figuras

53, 54 e 55.

Figura 53 — Imagem de MEV da preparacdo de NB-Au que utilizou 2,5 pL de solugcdo semente.
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Figura 54 — Imagem de MEV da preparacédo de NB-Au que utilizou 5,0 uL (volume referéncia) de
solugcéo semente.

S0000  100am WD 30mm

Figura 55 — Imagem de MEV da preparacdo de NB-Au que utilizou 10,0 uL de solu¢do semente.

As imagens MEV corroboram com a informacdo extraida por meio do
espectro de extingdo: existéncia de maior quantidade de NB-Au na preparagao que
utiizou 2,5 pL de semente. Em relacdo ao espectro de extingdo, a banda em
aproximadamente 700 nm fornecia indicios de que a solugdo era majoritariamente
formada por NP-Au de menor tamanho, dada a intensidade da banda em

aproximadamente 500 nm.
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Em relacdo as NP-Au obtidas a partir da modificagdo da concentracdo de

Au**, sdo apresentados os espectros de extingdo e MEV nas Figuras 56 e 57 a 60,

respectivamente.
125
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Figura 56 — Espectro de extingdo de NP-Au com \{ariagéo da [Au®] (1,0; 1,5; 2,0; 2,4; 2,5; 3,0 mmol

LY.
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Figura 57 — A) Histograma do comprimento (SD = 10,5 nm); B Histo%rama da largura (SD = 3,4 nm)
dos NB-Au obtidos a partir da preparacdo sem adicdo de Cu~" e [Au>*] = 1,5 mmol L™}; C) Imagem
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Figura 58 — A) Histograma do comprimento (SD = 15,0 nm); B) Histograma da largura (SD = 7,1 nm)
dos NB-Au obtidos a partir da preparacéo sem adicdo de Cu”* e [Au3+] = 2,4 mmol L™; C) Imagem
MEV.
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Figura 59 — A) Histograma do comprimento (SD = 14,8 nm); B) Largura (SD = 5,9 nm) dos NB-Au
obtidos a partir da preparacéo sem adicao de cu*e [Au3+] =2,5 mmol L™"; C) Imagem MEV.
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Figura 60 — A) Histograma do comprimento (SD = 25,2 nm); B) Histograma da largura (SD = 10,0 nm)
dos NB-Au obtidos a partir da preparacdo sem adicio de Cu®* e [Au®'] = 3,0 mmol L™; C) Imagem
MEV.
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Considerando-se a distribuicdo do comprimento e largura dos NB-Au gerados
a partir da modificacéo da preparagao proposta por Sun e colaboradores, conclui-se
que a menor distribuicdo nas dimensfes dos bastdes corresponde a metodologia
que envolveu o uso de Au® 2,4 mmol L™. Neste sentido, para o uso da técnica
SERS como ferramenta analitica, a busca por estruturas com menor distribuicdo de
tamanho e forma das NP € um objetivo para que haja uma boa correlagédo entre sinal
e concentragcdo da molécula alvo, principalmente em regiées onde 0s campos
elétricos ocorrerdo, de modo a se gerar intensificacbes de sinais SERS
reprodutiveis.

Embora a preparacdo que gerou NB-Au em quantidade significativa
corresponda aquela que utilizou Au®*" 2,4 mmol L™, o espectro de extincédo (Figura
56) apresenta bandas largas, 0 que caracteriza uma maior dispersdo no tamanho
das NP-Au, sendo que esta tendéncia & observada na imagem MEV (Figura 58).
Porém, nas outras preparacdes, as bandas estreitas que poderiam ser
correlacionadas as larguras dos NB-Au (entre 530-560 nm) estdo mais associadas
as esferas formadas, conforme pode ser observado nas imagens MEV, onde ha
majoritariamente este tipo de estrutura, com exce¢ao da preparacao que envolveu
Au** 2,4 mmol L™, na qual ha maior crescimento do eixo longitudinal.

Assim, em termos de potencialidade para obtencdo de NB-Au, as
preparacdes que envolveram o uso de 2,5 pL de solugéo semente e Au** 2,4 mmol
L™ sdo aquelas que poderiam ser exploradas para se obter superficies SERS-ativas
com o objetivo de promover maior intensificacdo do campo elétrico em NP devido a

existéncia de pontas.
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4.6 Avaliacdo do processo de adsorcédo de IgGh e de seu
fragmento F(ab)’ por meio de microbalanca de cristal de quartzo

(Quartz Crystal Microbalance with Dissipation monitoring — QCM-D)

Para avaliar se a interacdo entre IgGh ou de seus fragmentos F(ab) (em
tampdo de ligacdo) e superficie de Au ocorreria por processo de quimissorcéo ou
fisissorcéo, utilizou-se a técnica de QCM-D, onde se avalia 0 aumento de massa
sobre um sensor de Au, a partir da diminuicdo do sinal de frequéncia de um cristal
de quartzo. Na Figura 61 apresenta-se a variagao de massa sobre o sensor de Au e,

consequentemente, diminuicdo da frequéncia deste.
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Figura 61 — Variacao de frequéncia do sensor de QCM-D associado a deposicdo de massa de IgGh
ou de seus fragmentos que nao interagiram com proteina A imobilizada em coluna.

Para construcdo do grafico apresentado na Figura 61, foram utilizados os

harménicos 5, 7 e 9. Como se pode observar, tanto IgGh quanto seus fragmentos
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F(ab) contidos em PBS interagem com a superficie de Au por meio de adsor¢ao
quimica, pois mesmo apés a lavagem da superficie com tampdo PBS, ndo ha
retorno do sinal a linha base. Caso a interacao proteina-superficie de Au fosse
devido a adsorcao fisica, no processo de lavagem com tampéo PBS, as proteinas
sairiam nesta etapa e a frequéncia do sensor voltaria a linha base. Neste caso,
observa-se que uma quantidade pequena de IgGh estava fisissorvida, sendo que o
sinal de frequéncia aumentou ligeiramente apos a etapa de lavagem do sensor.

Na literatura, um trabalho realizado por Zhou e colaboradores apresenta a
adsorcao de IgGh detectada pelas técnicas QCM-D, AFM, SAW e SPR. Nesse
estudo, demonstra-se que o0 processo de adsorcdo sobre o sensor de Au da QCM é
um processo de adsorcdo quimica (ZHOU et al., 2004). Neste caso, 0 presente

trabalho esta de acordo com a literatura.

4.7 Caracterizacao espectroscéopica de biomoléculas

Apoés a constatacdo da imobilizacdo das biomoléculas sobre Au, via técnica
QCM-D, procedeu-se com a caracterizacdo espectroscopica por meio da técnica
Raman (sem imobilizacdo das biomoléculas) e SERS (com imobilizacdo dos
anticorpos ou de seus fragmentos), a fim de se conhecer as principais bandas
relacionadas a conformacdo dessas biomoléculas e suas orientacées sobre

superficies SERS-ativas.
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4.7.1 1gGh

A seqguir, € apresentado na Figura 62 o espectro Raman de IgGh

160 mg mL™.

1416

lgGh 160 mg mL™

Intensidade Raman (u.a)

T T T T T T T T T
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800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Deslocamento Raman {cm™)

Figura 62 — Espectro Raman de IgGh 160 mg mL™ adquirido utilizando-se laser 632,8 nm.

Na Tabela 17 sédo apresentadas as atribuicbes das bandas de IgGh, com
base na literatura, para caracterizacdo e posterior comparagdo com 0s anticorpos

imobilizados sobre as NP-Au.
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Tabela 17 — Bandas Raman e atribuicbes para IgGh concentrada.
Deslocamento
Raman (cm'l) Intensidade Atribuicéo Aminoéacido
427 mf, ampla - -
533 mf, ampla - -
635 mf - -
670 mf v(C-9)* Cys
726 f 8(CO0)’ Glu, Asp
798 f v(anel)" Trp
838 f fora do plano §(anel)? Tyr
ve(anel)*
877 f v(indol N—H)? Tyr, Trp
v(C-C)?
904 f - Trp°
990 m v(C—C)* Asp, Glu
1044 m v(anel)* Trp
1099 m — Trp, Tyr’
1185 f (anel)’ Tyr
v(C-N)**
1237 m S(N-H)>* Amida 1%, Trp
Anel®
1305 F v(anel) Trp, Tyr
v(anel) 7**
1352 F . Trp
6C-H
1416 MF v(C=0)"? Asp, Glu
1462 f 8(CHy)° Trp
1510 m v(anel)® Trp, Tyr
1571 m v(anel)l'6 Trp, Tyr
v(anel)*
613 - em fase v(C2—C3)z T, Tyr
em fase v(C5-C6)
N-H"
1723 f v(C=0)* Asp

mf = muito fraca; f = fraca; m = média; F = forte; MF = muito forte; v = estiramento; 6 = deformagéo

1 = GRABBE & BUCK, 1989;

2 = STEWART & FREDERICKS, 1999;

3 = AREAS & KAWANO, 1991:
4 = PEZOLET et al., 1976;

5 =ZHANG et al., 2008;

6 = COMBS et al., 2010.
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De acordo com a literatura (AREAS & KAWANO, 1991; PEZOLET et al.,
1976), um dubleto seria esperado em 830/850 cm™ referente & ressonancia de Fermi
e a razdo entre as intensidades destas bandas, 1(850)/1(830), pode indicar a
influéncia das ligagcdes de hidrogénio envolvendo a Tyr. No caso de moderada
ligacdo de hidrogénio, a proporcdo deve ser 10:8, enquanto que para forte ligacao
de hidrogénio, deve ser 5:10. Em um estudo feito por Pezolet e colaboradores, IgGh
em pH 7 apresentou uma proporcdo de 10:7, concluindo que as Tyr no interior da
proteina poderiam ndo estar acessiveis ao solvente e, portanto, ndo poderiam
resultar em forte ligacdo de hidrogénio. No presente estudo, uma banda fraca em
838 cm™ foi identificada. No entanto, uma banda préxima & 850 cm™ nado é
observada. Sabe-se que a intensidade Raman é proporcional a poténcia do laser
incidida na amostra (Equacao 1) (SALA, 2008). Por isso, para inferir a forca da
ligacdo de hidrogénio referente as Tyr seria necessario fazer aquisicdo do espectro
Raman de IgGh concentrada, utilizando-se maior poténcia do laser.

Em relacdo ao Trp, duas bandas revelam o microambiente onde este
aminoacido esta inserido. Segundo a literatura (PEZOLET et al., 1976), bandas em
879 e 1359 cm™ tém suas intensidades aumentadas pelo fato do grupo indol,
presente na cadeia lateral deste aminoacido, ser protegido da solvatacdo. No
presente estudo, foram identificadas bandas em 877 e 1352 cm™, sendo atribuidas
ao Trp.

Uma banda que ocorre em 1240 + 3 cm™ é atribuida & amida Il (AREAS &
KAWANO, 1991; PEZOLET et al., 1976). Neste estudo, esta banda foi identificada

em 1237 cm™ com intensidade média, sendo atribuida & estrutura folha-p. Na

literatura (PEZOLET et al., 1976), as IgG é atribuida a estrutura folha-p antiparalela.
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A banda em 1416 cm™ foi atribuida ao estiramento C=O (AREAS &
KAWANO, 1991; GRABBE & BUCK, 1989), referente aos aminoacidos acidos Arg e
Glu (AREAS & KAWANO, 1991).

Na Figura 63 sdo apresentados os espectro SERS de IgGh 160 mg mL*
adquiridos em diferentes pontos da solugdo. E possivel observar que, embora as
intensidades das bandas sejam diferentes, os espectros sdo reprodutiveis, o que é
uma vantagem na proposta para construcdo de sensores. Também, vale destacar
gue nao houve o uso de link entre o anticorpo e as NP-Au e que as intensidades do

espectro sdo compativeis com processos de quimissorcao.

lgGh + NP-Au

Intensidade Raman (u.a.)

— T T T _ r T T T T T T T
400 500 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Deslocamento Raman (cm™)

Figura 63 — Espectros SERS de IgGh 160 mg mL™ reprodutiveis (adquiridos em diferentes pontos e

utilizando-se laser 632,8 nm).

A partir de dados presentes na literatura, foram feitas atribuicbes as bandas
relacionadas aos modos vibracionais. Na Tabela 18 sdo apresentadas as bandas

Raman e SERS de IgGh para posterior comparagéao.
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Tabela 18 — Bandas Raman e SERS de IgGh 160 mg mL™,

Bandas Raman ) Bandas SERS _
1 Intensidade 4 Intensidade
Desloc. Raman (cm™) Desloc. Raman (cm™)

434 f
427 mf, ampla

465 f

525 f, ampla
533 mf, ampla

587 mf
635 mf 625 mf

652 f
670 mf 678 m

709 f
726 f 726 mf

756 m
798 f 796 m
838 f 825 mf
877 f 859 f
904 f 915 m
990 m 991 m, ampla
1044 m

1068 m
1099 m

1155 F
1185 f

1175 F

1200 MF
1237 m 1275 F

1293 F
1305 F 1342 F
1352 F 1361 F

1382 MF
1416 MF 1418 F
1462 f 1486 m
1510 m 1530 m
1571 m 1563 m
1613 mf 1613 MF
1723 f - -

mf = muito fraca; f = fraca; m = média; F = forte; MF = muito forte

Quando as IgGh interagem com a superficie metalica (NB-Au), a interacdo

(fisissorcdo ou quimissor¢cdo) ocorre por meio de aminoacidos especificos. Um
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estudo feito por Grabbe e Buck, utilizando IgGh em contato com um eletrodo de Ag
demonstrou, por meio da andlise do espectro SERS de IgGh, as possiveis
orientacdes desta proteina de acordo com as bandas associadas aos seus modos
vibracionais. Primeiramente, foi atribuida uma banda em 678 cm™ como sendo um
estiramento C-S de cistina. Também, apontou-se uma banda em 509 cm™ como
sendo deste aminoacido, mas este correspondendo ao estiramento S—S. Baseando-
se nisto, a proposta feita sobre a maneira como este aminoécido se orienta sobre a

superficie de Ag é ilustrada na Figura 64.

4
Q

NS )
sl
NN NN NN N N NN NN NN

Superficie de eletrodo de Ag

Figura 64 — Provavel orientagdo de cistina presente em IgGh sobre superficie de eletrodo de Ag (-0,5
V e tampao fosfato 0,25 mol L™) (Adaptado de GRABBE & BUCK, 1989).

Comparando-se os espectros Raman e SERS (Tabela 18) € possivel verificar
que uma banda muito fraca em 670 cm™ ocorria quando IgGh estava em solucédo e
apos interacdo com os NB-Au uma banda de intensidade mediana aparece em 678
cm?, sendo-lhe atribuido o estiramento C—S dos amino&cidos Cys e Met. No caso
da primeira, se esta estiver ligada perpendicularmente a superficie, tera seu sinal
Raman intensificado de maneira mais pronunciada. Como nenhuma banda em torno

de 509 cm™ foi identificada, ndo é possivel assumir que nessas condicdes a
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orientacao de cistina sobre a superficie de Au se deu da maneira como a proposta
por Grabbe e Buck.

Em relacdo a possivel orientacdo de Trp, indica que esta ocorre por meio do
N do grupo indol da cadeia lateral. A base para esta afirmagao baseia-se no fato das
vibragdes associadas & “respiracdo do anel” em 1487 cm™, bem como os modos
vibracionais associados ao C,~Co, Cg—N;, C—Cs € Co—C3 em 1605 cm™, quando
comparados com espetro Raman apresentam intensificacao significativa, indicando
que a orientacdo deste aminoacido sobre a superficie metalica se d4 como a

proposta na Figura 65 (GRABBE & BUCK, 1989).

[ ; (\
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Eletrodo de Ag

Figura 65 — Provavel orientacdo de TrP presente em IgGh sobre superficie de eletrodo de Ag (-0,5V,
tampao fosfato 0,25 mol L™~ e pH 7,2) (Adaptado de GRABBE & BUCK, 1989).

Além do que, a banda em 1562 cm?, referente ao estiramento Cs—Cy néo e
intensificada se estiver paralelo a superficie metélica, o que condiz com a proposta
feita por eles. Em relacdo ao presente estudo, bandas intensas em 1486 e 1613 cm™
ocorrem e pelo fato da solugcdo ter a mesma concentracdo daquela que gerou o
espectro Raman, uma banda em 1571 cm™ e uma em 1563 cm™ no espectro SERS
possuem intensidade mediana em ambos o0s casos. Assim, pode-se inferir que a
orientacdo do Trp esta em acordo com a proposta feita na literatura (GRABBE &

BUCK, 1989).
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Uma proposta da orientagdo da Tyr também foi feita por Grabbe e Buck e é

representada pela Figura 66.

\..f\\ < -
VNN NN NN

b

Eletrodo de Ag

Figura 66 — Provavel orientacdo de Tyr presente em IgGh sobre superficie de eletrodo de Ag (-0,5 V,
tampao fosfato 0,25 mol L™ e pH 7,2) (Adaptado de GRABBE & BUCK, 1989).

Os modos vibracionais do anel fenila que estiverem perpendiculares a
superficie serdo intensificados. Neste caso, as bandas em 1187 e 1487 cm™ foram
atribuidas por Grabbe e Buck como as mais intensas, caso este aminoacido se
oriente como proposto na Figura 66. De maneira semelhante, no presente estudo,
bandas fracas em 1185 e 1462 cm™ tornaram-se forte e média em 1175 e
1486 cm™, respectivamente. Assim, essa é uma possivel orientacdo da Tyr descrita
na literatura (GRABBE & BUCK, 1989).

No espectro SERS de IgGh 160 mg mL™, os modos vibracionais associados
ao anel do aminoacido His em 1175 (deformacdo N-H), 1200 (deformacé&o do anel
imidazol), 1275 (deformacéo C—H) e 1293 cm™ (deformacéo C—H) correspondem &

bandas intensas (STEWART & FREDERICKS, 1999).
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No caso dos amino&cidos acidos Asp e Glu, uma banda intensa em 1418 cm™
ocorre tanto em espectro Raman quanto em SERS e ¢é atribuida ao estiramento C=0
(AREAS & KAWANO, 1991; GRABBE & BUCK, 1989). A orientacdo deste
aminoacido sobre a superficie ndo deve ocorrer por este grupo, visto que uma banda
em 726 cm™, referente & deformacdo C=O (STEWART & FREDERICKS, 1999),
permanece com fraca intensidade em ambos os espectros. No entanto, um estudo
feito por Stewart & Fredericks, apresentou bandas fortes em 718 e 721 cm™ para
Glu e Asp, respectivamente, pelo fato da orientagdo de aminoacidos isolados ser
diferente daqueles presentes em ligacdes peptidicas.

Outras bandas que se destacam no espectro SERS com intensidades média
e forte podem ser atribuidas ao Trp, referentes a respiracédo simétrica do anel indol
(756 cm™) e estiramentos do anel em 1342 e 1361 cm™, respectivamente
(STEWART & FREDERICKS, 1999; ZHANG et al., 2008; COMBS et al., 2010). Uma
banda forte em 1155 cm™ associada & deformacdo de C—H do anel e outra muito
intensa em 1382 cm™ relacionada ao estiramento deste foram atribuidas a Tyr
(GRABBE & BUCK, 1989; ZHANG et al., 2008).

Um experimento envolvendo aquisicdo de espectro SERS foi feito, porém,
utilizando-se IgGh 8,7 mg mL™ no processo de interacdo entre os NB-Au e a
glicoproteina. Essa concentracdo de IgGh estd dentro da faixa deste tipo de
anticorpo encontrado no soro humano que é 8-16 mg mL* (HARLOW & LANE,
1988). A Figura 67 apresenta os espectros SERS obtidos em pontos distintos da

solucéo.
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Figura 67 — Espectros SERS de IgGh diluida (8,7 mg mL™) adquiridos em pontos distintos da solugéo
e utilizando-se laser 632,8 nm.

Observa-se que quando IgGh é diluida e interage com NB-Au, a banda em
678 cm™ torna-se a mais intensa no espectro. Esta se refere ao estiramento C-S e,
neste caso, pode-se afirmar que a orientacdo de Cys e Met em relacdo a superficie
metélica ocorre de maneira perpendicular. A banda em 1418 cm™ pode ter sofrido
deslocamento para niimero de onda maior (1426 cm™), pois a forca das ligacdes de
hidrogénio em solucdes diluidas diminui e, portanto, a constante de forga de C=0 de
Asp e Glu pode ser aumentada (COLTHUP, 1990).

Na Figura 68 é apresentado o espectro SERS de fragmentos F(ab)’ gerado

por meio da protease papaina.
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Figura 68 — Espectro SERS de fragmento F(ab)’ adquirido utilizando-se laser 632,8 nm.

Observa-se que a banda em 679 cm™, referente ao estiramento C-S
(GRABBE & BUCK, 1989), que pode ocorrer na faixa de 630-790 cm™ (BULKIN,
1991), é intensa e, novamente, pode-se inferir que a orientacdo de F(ab)’, assim
como de IgGh, ocorre perpendicularmente & superficie, permitindo a intensificacdo
de tal modo vibracional. Observa-se também que uma banda em 502 cm™
relacionada ao estiramento S-S (GRABBE & BUCK, 1989), que pode ocorrer na
faixa de 430-550 cm™ (BULKIN, 1991), é intensificada. Este é um indicio de que as
pontes de dissulfeto de cistinas em posicdo oposta ao paratopo do fragmento de
IgGh, capazes de manter as cadeias leve e pesada unidas, podem estar disponiveis
e interagindo com a superficie como foi proposto por Grabbe e Buck (Figura 64).

Também, que a orientacdo da IgGh sobre os NB-Au pode ser alterada de
acordo com a concentracdo, tendo em vista que a banda 678 cm™® em IgGh
8,7 mg mL™ torna-se a banda principal. Sugere-se uma nova orientacdo sobre a

superficie pela capacidade dos anticorpos, devido a existéncia da regido de
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dobradica, distanciarem seus parotopos de 60 a 180° (ELGERT, 1996). Assim, esta
regido rica em ligagbes C—S poderia conferir uma nova orientagdo aos anticorpos.
No entanto, tal caracteristica estaria presente apenas nas IgG, IgA e IgD. A Figura
69 ilustra as possiveis orientacdes de IgGh 160 e 8,7 mg mL™?, bem como dos

fragmentos F(ab)’.
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Figura 69 — llustracéo das possiveis orientacdes de IgGh concentrada (a), diluida (b) e fragmento
F(ab)’ de IgGh (c), onde S-S correspondem as ligagbes de dissulfeto na regido de dobradica e entre
as cadeias pesada e leve.

Na Figura 70 sao apresentados os espectros SERS de fragmentos F(ab) em

tampao de ligacdo (BB) e IgGh diluida.
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Figura 70 — Espectro SERS de fragmento F(ab)’ em tamp&o de ligacdo — BB (preto) e de IgGh 8,7
mg mL™* (vermelho) adquiridos utilizando-se laser 632,8 nm.

Observa-se que a banda em 1426 cm™ referente a C=0 tem sua intensidade
diminuida. Assim, € possivel inferir que a contribuicdo dos modos vibracionais dos

aminoacidos Asp e Glu diminui quando se cliva IgGh.

4.7.2 Anti-lgGh (H+L)

Na Figura 71 é apresentado o espectro Raman de anti-lgGh (H+L)
35 mg mL™ e a Tabela 19 com as atribuicdes das principais bandas Raman.

Em termos de organizacdo da estrutura secundéria, a banda em 1639 cm™
pode ser atribuida a Amida I, cujo modo vibracional é decorrente principalmente do

estiramento C=0 (AREAS & KAWANO, 1991; FERRARO & NAKAMOTO, 1994).
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Figura 71 — Espectro Raman de anti-lgGh (H+L) 35 mg mL™ adquirido utilizando-se laser 632,8 nm.

Tabela 19 — Bandas Raman e atribui¢des para anti-lgGh (H+L) 35 mg mL™.

Deslocamento

Raman (cm) Intensidade Atribuicao Aminoécido
476 F — —
547 = . .

583 . 5P0/vS-S Met, Cys
ra f 5(CO0Y’ Glu, Asp
809 f v(anel)* Trp
1094 F, ampla — Trp, Tyr°
1400 f 3(CH’ Trp
1022 f v(anel)’ Tip, Tyt
1639 m, ampla v(C=0)’ Amida |
1693 mf — -
1784 f, ampla — —

mf = muito fraca; f = fraca; m = média; F = forte; MF = muito forte; v = estiramento; 5 = deformacéao

1 =COLTHUP, 1990

2 = GNIADECKA et al., 1998

3 = STEWART & FREDERICKS, 1999;
4 = GRABBE & BUCK, 1989;

5 =ZHANG et al., 2008;

6 = COMBS et al., 2010;

7 = FERRARO & NAKAMOTO, 1994.
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A banda larga em 1094 cm™ pode ser atribuida & matriz na qual o anticorpo
esta inserido, isto €, em PBS. Pois, no espectro Raman o estiramento fora de fase
do PO,* (bandas fortes) ocorre entre 1100-940 cm™. Também, entre 650-530 cm™
podem ser observados os modos vibracionais correspondentes sua deformacgéo
(COLTHUP, 1990). Na regi&o de 1005 cm™ ocorre a banda associada & Phe, porém,
a ampla banda no espectro Raman encobriu a informagdo a respeito desse
aminoécido (AREAS & KAWANO, 1991).

Considerando-se que h4 uma banda em 547 cm™ e uma em 583 cm™, duas
hipoteses sdo levantadas: 1) efeito do PBS; 2) estiramento S-S das ligacdes de
dissulfeto. Considerando-se a segunda, bandas entre 500-550 cm™ s&o
caracteristicas deste tipo de ligacdo (GNIADECKA et al.,, 1998). A tal modo
vibracional, as deformacdes podem ocorrer de acordo com o tipo de conformacéo
C-S-S-C, de modo que bandas em deslocamentos Raman maiores S80 menos
estaveis e correspondem aos estiramentos gauche-gauche-gauche e trans-gauche-
trans (Figura 72). Assim, caso este modo vibracional da anti-lgGh (H+L) seja devido

as ligacdes S-S, o estiramento sera do tipo trans-gauche-trans.

\C/S\S/C\ % é\C

trans gauche

Figura 72 — llustragdo do modo vibracional de ligacdo de dissulfeto para as conformagfes trans- e
gauche- em C-S, S-S e S—C (GNIADECKA et al., 1998).

Considerando-se que a composi¢cao majoritaria de IgG humana em soro € de
IgG; (HAMILTON, 1987) e esta possui a menor quantidade de ligagOes dissulfeto

dentre os quatro tipos de subclasses (LIU & MAY, 2012), caso a banda em 547 cm™
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de anti-IgGh (H+L) seja devido as ligagcbes S-S, nota-se nitidamente a diferenca
entre as duas imunoglobulinas de diferentes espécies de mamiferos. Assim, essas
diferencas poderiam ser bastante significativas em estudos que envolvessem o

espectro SERS de anti-lgGh (H+L) ou de seus fragmentos F(ab)’.

4.7.3 Anti-lgGh (Fab,)

A sequir, € apresentado na Figura 73 o espectro Raman de anti-lgGh (Fab.)

35 mg mL™ e a Tabela 20 com as atribuicdes das principais bandas Raman.

—— Anti-lgGh (F(ab),) |
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Figura 73 — Espectro Raman de anti-IgGh (Fab,) 35 mg mL™ adquirido utilizando-se laser 632,8 nm.
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Tabela 20 — Bandas Raman e atribui¢bes para anti-lgGh (Fab,) concentrada.
Deslocamento ) o o
4 Intensidade Atribuicéo Aminoéacido
Raman (cm™)
541 f, ampla vS-S* Met, Cys
642 f - Tyr
760 f — Tyr?
858 f respiracdo do anel’ Tyr
913 f - -
927 f SCH5” -
1005 m - Phe’
1127 f
v(C-C) ou v(C—N)
1144 f )
alquil
1156 f
v(anel)®*>°
1342 f s Trp
8C-H

1460 F 3(CHy)’ Trp
1670 m v(C=0)" Asp

mf = muito fraca; f = fraca; m = média; F = forte; MF = muito forte; v = estiramento; 6 = deformagéo

1 = GNIADECKA et al., 1998

2 = KENGNE-MOMO et al., 2012

3 = AREAS & KAWANO, 1991;

4 = GRABBE & BUCK, 1989;

5= STEWART & FREDERICKS, 1999;
6 = PEZOLET et al., 1976;

7 = ZHANG et al., 2008.

Em termos estruturais, pode-se identificar a banda Amida | em 1670 cm™
devido ao estiramento de C=0 (80%), correspondente a estrutura secundaria folha-
B, conforme consta na literatura (AREAS & KAWANO, 1991).

Assim como foi observado no espectro Raman de anti-lgGh (H+L), uma
banda referente ao modo vibracional da conformacdo C-S—S-C foi identificada em
541 cm™, sendo atribuido, também, o estiramento trans-gauche-trans.

Considerando-se que o estiramento C-S pode ocorrer entre 630-790 cm™
(BULKIN, 1991), & banda em 642 cm™ foi atribuida a este estiramento. Nesse
sentido, a imobilizagédo da anti-lgGh (Fab,) sobre NP-Au pode ser feita por tal regido,

assim como foi propostas as IgGh.
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A contribuicdo do dubleto em 830/850 cm™, referente & respiracdo do anel da
Tyr, ndo é tdo pronunciada. Assim, observa-se apenas uma banda em 858 cm™.

Em 1005 cm™ ocorre uma banda que foi atribuida & Phe (AREAS &
KAWANO, 1991). J4 a banda em 1460 cm™ corresponde & deformacdo CH, do Trp
(ZHANG et al., 2008; KENGNE-MOMO et al., 2012). As bandas em 1127, 1144 e
1156 cm™ correspondem aos estiramentos de C—C ou C-N alquil (KENGNE-MOMO
et al., 2012). Diferentemente da anti-lgGh (H+L), demonstrou-se que a lavagem
pode ser uma etapa significativa para a visualizacdo de bandas nas regides de
1000-1100 cm™.

Assim, na eventual construgdo de imunossensores, aqueles que permitirem a
lavagem das superficies SERS-ativas e/ou o isolamento das NP-Au com os
anticorpos imobilizados da solucdo matriz, terdo os efeitos da contribuicdo dos
tampdes suprimidos.

Na literatura, ha propostas para a construcdo de imunossensores que se
baseiam exclusivamente no conhecimento do espectro SERS de imunoglobulinas
ligadas a nanoparticulas. Balzerova e colaboradores produziram um sensor do tipo
label-free para identificar IgGh em sangue de pacientes, utilizando-se
nanocompésitos magnéticos de Ag com anti-lgGh imobilizada (BALZEROVA et al.,
2014). Neste caso, os anticorpos utilizados nédo foram ligados diretamente a Ag, mas
foi feita a modificacdo da superficie com etilamina, sendo a banda Ag—N identificada
em 605 cm™, com posterior ligacdo dessas moléculas com as anti-IgGh.

Como foi demonstrado neste trabalho, a IgGh ou seu fragmento F(ab) pode
ser imobilizado diretamente sobre as superficies de Au, acompanhando-se a banda
associada ao modo vibracional de C=S (679 cm™). Assim, uma etapa na eventual

construcdo de sensores SERS poderia ser suprimida, isto €, o uso de um link como
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a etilamina. Porém, como foi proposto, o uso dos fragmentos F(ab) seria o mais
adequado, tendo-se em vista a possivel orientacdo do paratopo em regido oposta a
superficie de Au, o que favoreceria a interagdo Ab-Ag.

Vale destacar que seria relevante a aproximacdo do paratopo com a
superficie onde o campo elétrico, gerado pela oscilacdo coletiva dos elétrons
(plasmon), € maior e isso seria Util a intensificagdo do sinal SERS. Como
consequéncia, ter-se-ia a possibilidade de se diminuir o limite deteccdo em um
eventual tipo de imunossensor. No entanto, € necesséria uma avaliagdo sobre a
manutencdo adequada das conformacdes dos anticorpos para que a interacdo Ab-
Ag seja mantida, pois a regido do paratopo nédo pode ser afetada.

Considerando-se o favorecimento da aproximacgéo das NP, uma abordagem
bastante interessante apresentada por Balzerova e colaboradores corresponde ao
uso de nanocompdsitos magnéticos. Pois, ao permitir a aproximacao das NP por
meio da acdo do campo magnético, o campo elétrico necessario para que ocorra a
intensificacdo Raman pode ser aumentado (BALZEROVA et al., 2014).

Neste trabalho, o favorecimento da aproximacao das NP-Au por meio da acao
de um campo magnético e sua separacao da solucdo matriz ndo foi empregado. Na
literatura, tal abordagem tem sido utilizada para detectar espécies de interesse
clinico como IgGh e anti-peptideo citrulinado ciclico (diagnostico de artrite
reumatoide) (BALZEROVA, et al., 2014; CHON, H. et al., 2014). Também, em matriz
ambiental para detectar, por exemplo, o antibiético cloranfenicol em amostras de
agua (YANG et al., 2016). Nesse sentido, observa-se que a separacdo magnética é
uma tendéncia, pois favorece a aproximacdo das NP-Au, cujos campos elétricos

estdo intensificados, mas também tém a capacidade de separar as NP-Au
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modificadas da matriz e, consequentemente, concentrando o0s analitos que
interagiram com os anticorpos imobilizados.

Em relacdo ao conhecimento dos espectros SERS de anticorpos, as bandas
(atribuidas as estruturas secundarias) podem ser utilizadas na relacdo sinal vs
concentracdo. Balzerova e colaboradores utilizaram as intensidades absolutas das
bandas 1539 e 1650 cm™ para a identificacédo de IgGh e, realizaram a normalizacéo
pela banda 605 cm™ (atribuida a um link de etilamina) a fim de minimizar os erros
associados ao sistema (variagdo na composicao, estrutura e instabilidade do sinal
Raman). Na abordagem deste estudo, quando se utilizou os fragmentos F(ab) nao
houve a necessidade de se utilizar um link, tal qual a etilamina, pois a banda em 679
cm™ poderia ser a banda referéncia para normalizacdo da curva. Em contrapartida,
na eventual proposta de construcdo de um imunossensor com o0 uso de fragmentos
F(ab)’, seria necessario avaliar a manutengdo do reconhecimento de seu paratopo
pelo epitopo, o que reforgaria a tese de que a imobilizagdo dos fragmentos F(ab)’
ocorreu, de fato, pela regido oposta ao paratopo, isto é, pelas regides ricas em
ligacbes S-S.

Como pode ser observado, o conhecimento dos espectros de biomoléculas
imobilizadas sobre superficies SERS-ativas permite a eventual construcdo de
imunossensores, cujos limites de deteccdo podem ser menores, de acordo com a
criacdo de hot spots. A seletividade dos anticorpos ou de seus fragmentos é uma
vantagem, principalmente, se estiver associada a elevada sensibilidade que a
técnica SERS possui.

Outra abordagem para esse tipo de estudo, € a utilizacdo de estruturas com
pontas, tais quais os NB-Au que foram apresentados neste trabalho. Pois, ao se

utilizar superficies SERS-ativas, aquelas que apresentarem maior intensificacdo do
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campo elétrico, serdo ferramentas vantajosas para a eventual proposta de
construcdo de imunossensores que, além de fornecer uma relacdo sinal vs
concentracdo, podera fornecer informacbes a respeito da conformacdo dos
anticorpos imobilizados e orientacbes adotadas pelo anticorpo/fragmento que
refletirdo no processo de interacdo Ab-Ag, avaliando se a imobilizagéo prejudicou a

conformacdo adequada a ligacdo dessas espécies.
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5 CONCLUSOES

Este trabalho abordou etapas importantes para uma eventual proposta de
imunossensor baseado em superficies SERS-ativas. As etapas consistiram em
avaliar a possibilidade de se trabalhar com anticorpos purificados, determinar as
condi¢cOes ideais para a geracdo de fragmentos F(ab) dos anticorpos IgGh, anti-
IgGh (H+ L) e anti-lgGh (Fab,) para permitir uma aproximac¢do do paratopo com a
regido da NP-Au onde ocorre o0 aumento do campo elétrico (util a intensificacdo do
sinal Raman), adaptar o preparo de NC-Au para gerar NB-Au que sdo materiais com
potencial para a intensificacdo do campo elétrico e que poderiam diminuir o limite de
deteccdo de um eventual imunossensor, bem como conhecer os principais modos
vibracionais de IgGh e de seus fragmentos F(ab)’ a fim de se avaliar de que maneira
ocorre a imobilizacdo dessas espécies sobre as superficies SERS-ativas e como
isso afetaria a interacdo Ab-Ag em uma etapa de constru¢do de imunossensor.

Em relacdo a primeira abordagem, a etapa de purificacdo de anticorpos
demonstrou que nos processos que envolvem coluna de afinidade (A, G ou A/G) ou
separacdo de imunoglobulinas por meio do pl ndo permite a total separacdo de
proteinas que estdo presentes no soro juntamente com os anticorpos. No entanto, a
possibilidade de se construir imunossensores baseados na técnica SERS deve levar
em consideracdo o conhecimento dos espectros obtidos a partir dessas solugdes
gue contém outras proteinas. Também, avaliar se as mesmas poderiam influenciar
em interacdes ndo especificas entre o antigeno e o imunossensor.

Em relacdo a fragmentagdo de imunoglobulinas, demonstrou-se as melhores
condicdes de concentragdo de protease (papaina) e tempo de incubagdo para o
maximo rendimento na geragdo de fragmentos F(ab)’, visualizados por meio da

técnica SDS-PAGE. Para IgGh a melhor condic&o foi papaina 0,1 mg mL™, durante
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24 h de incubacdao, a 37 °C. Enquanto para anti-lgGh (H+L) foi com papaina 0,1 mg
mL™?, durante 12 h, a 37 °C. Por fim, para anti-lgGh (Fab,) foi de 0,1 mg mL™,
durante 18 h, a 37 °C. Também, demonstrou-se a vantagem e desvantagem do uso
de enzima imobilizada e n&o imobilizada para tal finalidade.

Sobre as NP-Au, apresentou-se a modificacdo na preparacao de NC-Au para
obtencdo de NB-Au que, do ponto de vista da técnica SERS, podem ser estruturas
com maior potencial para a intensificagdo dos modos vibracionais, sendo que as
extremidades deste tipo de nanoestruturas serdo um diferencial para diminuir o limite
de deteccdo em propostas para a construcdo de imunossensores.

No caso da caracterizacdo espectroscépica de biomoléculas, foram
apresentados os espectros Raman e SERS com a atribuicdo dos seus principais
modos vibracionais. Neste sentido, destacou-se a tendéncia na organizacdo dessas
moléculas, no processo de imobilizacdo, quando estdo em concentracfes altas e
baixas. A proposta de imobilizacdo dos anticorpos nédo clivados foi baseada na
existéncia da regido de dobradica, presente em alguns tipos de imunoglobulinas,
gue permite o distanciamento dos paratopos entre 60 a 180°. Porém, a melhor
abordagem para uma eventual proposta de desenvolvimento de imunossensores
consistiu em demonstrar o surgimento da banda principal em 679 cm™ quando os
fragmentos de anticorpos foram colocados em contato com as NP-Au. Em termos de
eventual construgcdo de imunossensores, uma maior aproximacdo da regido do
paratopo dos anticorpos e do epitopo dos antigenos com o campo elétrico local
gerado, devido ao plasmon, € uma vantagem para que as interacdes anticorpo-
antigeno sejam avaliadas.

Neste sentido, a eventual proposta de construcdo de imunossensores

baseados na técnica SERS deve avaliar, entre os apresentados neste trabalho,
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outros como: avaliagdo da manutencdo da conformacao dos anticorpos ou de seus
fragmentos sobre as NP-Au para que permita a correta orientacdo do paratopo e,
consequente, iteracdo anticorpo-antigeno e estratégias de criacdo de regibes de
intensificacdo do campo elétrico (por exemplo, uso de NP-Au magnéticas com
pontas).

Assim, a derivatizacdo deste trabalho rumo ao desenvolvimento de
imunossensores permitiria a quantificacdo e caracterizacdo espectroscopica das
espécies envolvidas, sendo uma abordagem interessante para estudos futuros, dada
a grande possibilidade de modulacdo nas condicbes para a geracdo da
intensificacdo do campo elétrico, a aproximacdo do paratopo-epitodo do campo
elétrico, gerado pelos plasmons, por meio da clivagem dos anticorpos, o0
conhecimento das bandas de imobilizacdo sem o uso de links e, por fim, a
possibilidade de deteccéo do tipo label-free nos casos em que a interacao anticorpo-

antigeno gere uma banda caracteristica no espectro SERS.
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