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RESUMO

BENDO, L. Estudo da imobilizagdo do receptor tireoidiano humao TRB1 em
filmes finos nanoestruturados e aplicacées em detgm de hormoénios tireoidianos.
2010. 113 p. Dissertacdo (mestrado) — Ciéncia eidrayia de Materiais, Instituto de
Fisica, Universidade de S&o Paulo, Sado Paulo, 2010.

A manipulacdo de materiais em escala nanométripgesenta uma das
fronteiras em nanociéncia e nanotecnologia, dewdpossibilidade de controle de
propriedades especificas do material. No caso deriaa bioldgicos, em particular, a
manipulagéo e imobilizagdo na forma de filmes anades ultrafinas é crucial para seu
emprego em dispositivos biotecnoldgicos. Nesteathal) objetivou-se o estudo de
deteccédo de diferentes hormonios tireoidianos (léTaalogos a partir da imobilizacao
da regido LBD do receptor de hormoénio tireoidianonmano TR1 em um eletrodo
interdigitado, para o desenvolvimento de um biossercapacitivo. Este sistema
consiste em um arranjo estrutural na forma de fiime capaz de distinguir a interacéo
especifica receptor-ligante de outras interacoassipelmente interferentes, visando a
quantificacdo dos niveis de HTs. Para isto, a ¢técrde SAMs $elf-Assembled
Monolayer$ foi empregada, por permitir um alto controle dpessura e ordenamento
molecular dos filmes, assim como a preservacao atiaglades das biomoléculas.
Andlises espectroscopicas e morfoldgicas foramzeetds para o estudo de adsorcéo
das biomoléculas no filme. As interacdes especifregeptor-ligante foram avaliadas
por meio de respostas elétricas (impedancia) deseisor contendo o PR-LBD
imobilizado em um filme organico ultrafino, e tambéor SPR $urface Plasmon
Resonance Os resultados mostraram a capacidade dos astazhtendo TRL-LBD
de detectar e diferenciar entre diferentes HTs encentracbes da ordem de nM,
compativel com niveis fisiologicos, evidenciandgrande potencial de aplicacdo para
este sistema no diagnostico e tratamento de didésnireoidianas.

Palavras-chave: Hormoénios tireoidianos, Receptoclean tireoidiano humano,
Imobilizacdo, Biossensor, Nanomedicina.






ABSTRACT

BENDO, L. Immobilization and Sensing Ability of Human Thyroid Nuclear
Receptor in Nanostructured Thinf Films. 2010. 113 p. Dissertacdo (mestrado) —
Ciéncia e Engenharia de Materiais, Instituto déc&jdJniversidade de S&o Paulo, Séo
Paulo, 2010.

Manipulation of materials at the nanoscale reprssene of the frontiers in
nanoscience and nanotechnology, mainly due to dissilplity of specific controlling,
improved properties, not observed if conventionallK” processing is applied. For
biomolecules, in particular, processing via immizliion in the form of nanostructured
films has allowed their use in biotechnological leggtions and devices. In this master
dissertation, we aimed at investigating the immin&ilon of the LBD domain of human
thyroid hormone receptor TR on interdigitated electrodes, to be used as dapac
biosensors for thyroid hormones (THs) and analoglietsction. The nuclear receptors
were immobilized via SAMs (Self-Assembled Monola)esince this technique allows
a high control of molecular order and thicknesshef films, as well as the preservation
of biological activities. Spectroscopic and mormgital analyses were performed to
investigate the adsorption of biomolecules on theostructured film. The interactions
between receptor - ligand were also evaluated bwnsieof electrical response
(impedance) and SPR (Surface Plasmon Resonance).bibelectrodes containing
immobilized TR1 were capable of detecting and distinguishing agndifferent HTSs,
including T3, T4, TRIAC and GC-1 at concentratiafmvn to nM, compatible with
physiological levels. The latter results point te tpossibility of applications of the
bioelectrodes in the diagnosis and treatment abilydysfunctions.

Keywords: Thyroid hormones, Human thyroid nuclesreptor, Protein immobilization,
Biosensor, Nanomedicine.
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1 INTRODUCAO

A habilidade de reconhecimento de substancias gicdé em organismos € muito
ampla. Com o uso de biorreceptores desenvolvidpartr de organismos ou receptores
bioldgicos, pesquisadores podem desenvolver novwei®snmde analises quimicas de alta
seletividade para o reconhecimento de sistemasédims. Estes elementos de
biorreconhecimento combinados com diferentes métode transdugdo auxiliam no
desenvolvimento nas areas e tecnologias relacisreslbioanalises, como os biossensores.

Os biossensores podem ser definidos, de manesf gemo dispositivos constituidos
de um sistema de reconhecimento bioldgico, frequmeente chamado de biorreceptor, e um
transdutof. O biorreceptor é uma camada constituida de espéudleculares bioldgicas que
utilizam um mecanismo bioquimico para reconhecimeBsta camada atua de acordo com
interacbes antigeno-anticorpo, interacdes de acmm$eicos, interagcbes enzimaticas, ou
aguelas entre uma molécula—alvo e seu receptom &mcaso dos hormonios tireoidianos
(HTs) e seu receptor nuclear especifico (TR).

Os hormonios tireoidianos sdo as moléculas-alva parTRs e exercem importante
influéncia no sistema fisiolégico humarfo Em doses fisiolégicas normais, os HTs s&o
reguladores da temperatura corporal e atuam ngicresto, diferenciacdo e maturacdo dos
tecidos. Agem como reguladores do metabolismo deowhatos e gorduras, diminuindo a
acdo da insulina e acelerando a sua degradacdo easo dos lipideos, promovendo a
degradacdo do colesterol em acidos biliares. Pogtrando em excesso, os HTs podem
elevar a concentracdo de glicose sanguinea, auneotmsumo de oxigénio, diminuindo o
rendimento energético, aumentar o catabolismo dateipas e das gorduras, produzir
desmineralizacdo 0ssea e influenciar nas taxaattedntos cardiacos.

Disfuncdes tireoidianas s&do doencas enddcrinas omeidmuns, € recursos
consideraveis sao destinados para monitorar e asdigar os seus tratamentos. Dentre as
doencas tireoidianas mais comuns pode-se citattit@pmlismo, hipertireoidismo, nddulos
tireoidianos, bocio, cancer, tireoidite, entre astrO monitoramento dos niveis de HTs é
realizado pela deteccdo destes em ensaios labargtoGeralmente sdo utilizados
radioimunoensaid$ para medir os niveis hormonais em andlises cHnioaas existem
também outros estudos na literatura onde os métedosbaseados em fluorescéhaia

ensaios de sensoriamento amperométrico
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Neste trabalho de mestrado, foi investigado o m®xale imobilizacdo do receptor
tireoidiano humano para atuar como o biorrecepatifbrentes horménios e analogos, dentre
eles T3, T4, e os analogos TRIAC e GC-1. A camaaniadteptora estudada é constituida da
regido de dominio de ligacdo ao ligante (LBgand Binding Domainda isoforma3l do
receptor hormonal tireoidiano humano @R imobilizada pela a técnica de monocamadas
auto-organizadas (SAMSelf-Assembled Monolaygr€ste estudo de biossensoriamento &
inédito na literatura, onde a camada biorrecepéoamcorada em um substrato previamente
funcionalizado com moléculas de silano e tiol. (bsrato consiste de um eletrodo
interdigitado contendo trilhas de ouro, que age @wamm capacitor em um ensaio de
impedancia elétrica. Esta arquitetura é inovadorgeemite a deteccdo de hormdnios
tireoidianos e analogos, pela analise das curvasagacitancia resultantes da interacao
receptor-ligante. Além disso, a transducdo é raddizatraves de medidas capacitivas,

resultando em uma analise de alta sensibilidagéet\sdade.
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2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

Desenvolver um biossensor capacitivo baseado emdade para a deteccao de

hormonios tireoidianos.

2.2  Objetivos especificos

- Investigar o processo de imobilizacdo da regi8D Ido receptor humano tireoidiano
TRBL;

- Analisar a interagéo especifica entreBIR.BD e diferentes hormonios tireoidianos,
como T3, T4 e os analogos TRIAC e GC-1;

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

- Averiguar a resposta de deteccdo e diferenciagii®@ os hormdnios com o uso da
ferramenta estatistica de Analise das Componemntasifgais (PCA,Principal Component

Analysig.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Biossensores

A imobilizacdo de biomoléculas em filmes ultrafinagnoestruturados pode ser
empregada para a construcéo de biossensores qusjgeez, possibilitam grandes avancos
nas areas bioldgicas, alimenticias, médicas e mauligra, devido a capacidade de
caracterizacao e quantificacdo de analitos espesifA forca diretriz para o desenvolvimento
de biossensores surgiu do crescente interesse nmtumizacdo, particularmente para
aplicacdo em diagndsticos.

Um biossensor € um tipo particular de sensor aquingue utiliza propriedades de
reconhecimento de componentes bioldégicos em umadarsensorial imobilizada sobre um
transdutot. O sistema de reconhecimento é frequentementeatttade biorreceptirque é
uma camada constituida de espécies molecularedglmas, como antigenos, anticorpos,
acidos nucléicos, enzimas, entre outras, que atilizuzm mecanismo bioquimico para
reconhecimento.

Existem varios tipos de biossensores baseadosamasteristicas acima citadas. De
acordo com a IUPAE (International Union of Pure and Apllied Chemigtrym biossensor
(eletroquimico) € um dispositivo integrado capaz fdenecer informacdes analiticas
guantitativas ou semiquantitativas especificaszatido um elemento de reconhecimento
biologico (receptor bioquimico) o qual é retidadésnente em contato direto com o elemento
de transducéo eletroquimica. A interagdo do anabio o biorreceptor gera um efeito que
serd captado pelo transdutor, o qual converte efeito em uma informagdo mensuravel,
como um sinal elétrico ou oOptico. A transducao fit@ obtido por estas interacdes pode ser
realizada através de medidas Opticas (luminesgéabsorcdo, ressonancia de plasma de
superficie, etc), medidas eletroquimicas, medidasndssa, medidas de capacitancia, entre
outras.

O atrativo dos sensores baseados na afinidadel@oitm®léculas a partir dos tipos de
transducao previamente citados esta na determindicéta do analito. Porém, um dos
problemas associados a afinidade destes biossensmmeiste em ligacdes ndo especificas,
pois ha dificuldade em atribuir os sinais medidesrdera¢cfes especificas e ndo especificas.
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Deste modo, o transdutor deve ser sensivel as masl@onformacionais do sitio de ligacédo
do receptor ou as mudancas de carga que ocorreloreondeste. Para isso, € importante que
a superficie do transdutor contenha uma camadeebeptora capaz de reduzir os efeitos de
ligacdes nao especificas.

O maior desafio na constru¢cdo de um biossensgsé&garar que a camada quimica
seletiva gere um sinal com boa intensidade, qudadateragcdo com o analito de interesse, e
que nenhum sinal seja gerado devido a outras gitesaou condicdes n&o-especificas
Moléculas bioldgicas tém sido empregadas com socessi camadas seletivas,
particularmente proteinas como anticorpos, enziteatinas e receptores moleculares. Em
organismos Vvivos, estas proteinas ligam-se quingogéenem ambientes internos e externos,
resultando na producdo de varios sinais quimicageskE sinais quimicos podem ser
convertidos para sinais eletronicos, altamentepa@os para uso em biossensores.

Os biossensores podem ser classificados de acordoocmecanismo de interacao
especifica, incluindo: bioafinidade, cataliticos enzimaticos, membrana, e sensores de
células’, mesmo que frequentemente os dois Gltimos atuenprmipios cataliticos ou de

afinidade.

3.1.1 Biossensores enzimaticos

Os biossensores enzimaticos utilizam a bioespetafie de uma reacdo enziméatica
ocorrendo préxima a um eletrodo, que gera sinaisadeente elétrica ou de diferenca de
potencial, para andlises quantitativas. Por exenaptxidacdo da glicose produz peroxido de
hidrogénio, o qual, por sua vez, gera elétronsvésrade sua oxidacdo pelo eletrodo. A
intensidade de corrente é usada como medida déidp@®de glicose na amosta

As enzimas sdo catalisadoras, moléculas espedatizam acelerar a velocidade de
uma reacdo sem, no entanto, participar dela coagerge ou produtd Estas biomoléculas
atuam ainda como reguladoras de conjuntos compldgosacdes, sendo consideradas as
unidades fundamentais do metabolismo celular. Vidatde catalitica fornecida pelas enzimas
permite a obtencdo de limites de detec¢cdo muitgobaeém relagdo a outras técnicas de
interacdo mais comuns. Esta atividade depende tdgritade conformacional da proteina

nativa.
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Basicamente, todos 0s sensores enzimaticos trabadhpartir da imobilizacdo de
enzimas sobre um transdutor. Existem diversas ®rdeaimobilizar destas moléculas em
substratos para a deteccdo de espécies biologicagalesse, promovendo a conversdo de
interacOes ou reacdes quimicas em sinais menssir&ginizacdes de sensolasvitro para
glicose e outros analitos como a lactose, a quia iteresse em fluidos corporais e na area
alimenticia, sdo baseadas principalmente em na@@schs de imobilizagdo que permitem
uma transferéncia eletronica direta para o eletrddd*>

Enzimas podem ser imobilizadas juntamente com ratioplas de ouro (AuNPS)
devido as atrativas propriedades fisico-quimicadadelltimas, com o intuito de monitorar
alguma reacéo de interesse. Em um trabalho de ®aniaboradores (2016) um biossensor
para a deteccdo de compostos fendlicos foi desadedbaseado no método de supressao de
luminescéncia de nanoparticulas hibridas. Estagpaaticulas hibridas sao resultado de uma
reacdo enzimatica entre nanoparticulas de ourcewdat N-acetil-L-cisteina e tirosinase.
Desta forma, a supressao de luminescéncia dos stospmtermediarios produzidos nesta
reacado de oxidacdo catalitica enzimatica, as gasjod avaliada fornecendo um grafico de
emissao relativaersusconcentracao de quinona.

Como aplicacdo no auxilio de diagnostico, e conseigutratamento de doengas, 0 uso
de enzimas é amplamente explorado pela comunidedgfica, como o estudo reportado por
Omole e colaboradores (2069) Estes autores desenvolveram um imunossensor
eletroquimico para o monitoramento de biomarcadieedor, dentre os quais ciclo-oxigenase
2 (COX-2), que participa dos processos inflamagjriondicativos de disfuncdes no
organismo. Para isso, anticorpos de COX-2 forambilzados junto a um eletrodo
previamente funcionalizado e medidas amperométfimasn coletadas com deteccdo das
enzimas COX-2. Este biossensor enzimatico oferecesuporte para acompanhar
patofisiologias de dor, inflamacdo e proliferacao adlulas nos processos relacionados ao
cancer.

Em um estudo de Lin e colaboradores (2600m biossensor amperométrico
enzimatico foi desenvolvido com o intuito de moraroa deteccéo seletiva de glicose a partir
da interacdo de nanotubos de carbono (CNTs) fualimaaos. Os CNTs foram
funcionalizados com enzimas glicose oxidase e diolos sobre um substrato para atuar
como o eletrodo de trabalho, em uma célula eletnoiga, juntamente com o eletrodo de
referéncia prata/cloreto de prata (Ag/AgCl) e drelio auxiliar de platina. Neste sistema,
injecdes de solucdo de glicose contendo algundenéates comuns (acetaminofeno e acidos

arico e ascorbico) foram adicionados ao sistema paaliar os niveis de glicose detectados
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da interacdo especifica com os CNTs funcionalizaddsiossensor propiciou picos catédicos
e anddicos bem definidos para o analito, neste, ggisose, identificando-o dentre os demais
interferentes.

A importancia de sensores de glicose, em virtuddiagnéstico de diabetes, continua
direcionando em grande escala a confeccéo destesebsores baseados em glicose oxidase
em um sensor eletroquimico. Sensores implantagti® esendo estudados para uso clinico,

baseados em eletrodos movidos a reacées enzinfaticas

3.1.2 Biossensores de membrana

Membranas baseadas em fosfolipidios sdo usadas owmsirizes onde moléculas
receptoras naturais podem ser reconstituidas.n®ist@naliticos desta natureza podem ser
Uteis para a agricultura, meio ambiente e anétiseisas.

Em uma solucdo aquosa, fosfolipidios auto-orgaoigabrmam uma membrana
bicamada lipidica esférica, que contém uma cavidegleosa, produzindo uma estrutura
conhecida como lipossomo. Moléculas fosfolipidis@® constituidas de um grupo polar
terminal com cadeia hidrofébica, a qual é compgsta duas cadeias hidrocarbdnicas. A
formacgéo de lipossomos, assim como de micelas,eégeticamente favoravel e tende a
formar associacdes com a porcao hidrofébica deculalg, a fim de reduzir a interagdo com
0 meio aquos?.

A incorporacdo de moléculas em lipossomos é cagaprijinar um sistema de
reconhecimento biol6giéd®. Os lipossomos possuem duas formas distintas gqdenp ser
alteradas quimicamente: a membrana bicamada eidadavaquosa interior. Componentes
hidrofobicos e anfipaticos podem ser inseridosgunestrutura de bicamada ou imobilizados
sobre a superficie. A cavidade aquosa interior maileusada para a entrada e transporte de
moléculas sollveis em agua, as quais podem tecgdetalireta, ou serem liberadas apos o
rompimento do lipossomo.

Em estudos de Movileanu e colaboradores (Z800)m tipo de biossensor
membranico foi desenvolvido para deteccdo de praseém solugdo com concentracbes da
ordem de nanomolar. Estes autores desenvolveranesimeaura protéica na qual uma cadeia

polimérica funcionalizada simples foi anexada agitio definido. Este foi alocado dentro da
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cavidade central de um poro transmembranico aganiwado de subunidades de
hemolisina ¢HL), uma toxina secretada pStaphylococcus aureuBsta toxina origina poros
heptaméricos com formato de cogumelo nas bicamkpiaicas. Uma cadeia polimérica
simples de poli(etileno glicol) (PEG) foi previanteriotinilada em sua extremidade dentro
do limen do poro deHL. Medidas de corrente elétrica passando atrawgsotb permitiram

0 monitoramento da dinadmica estrutural da caddinpdca. Assim, puderam ser capazes de
detectar o aparecimento da biotina em ambos os ldaonembranais e trans durante um
simples experimento de captura distinta de estrijita, conforme mostrado na Figura 1. A
frequéncia e a natureza do evento de captura fasadas para identificar e quantificar

proteinas em solucao.

Figura 1-. Modelo de interagd@o entre o patbL e a cadeia de PEG modificada, e estreptavidoga n
lados cis e trans da bicamada lipidica. Figura adaptada de Movileancolaboradores
(2000Y°.

Membranas oriundas de bicamadas lipidicas foralimadas para a detec¢ao da toxina
produzida pela bactéria causadora de colera, @blé€a Toxir). Este estudo foi realizado

por Phillips e Cheng (2008) os quais utilizaram as membranas de bicamadatictis
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tratadas com fosfatidilcolina como o suporte pacééoulas receptoras de CT. Com o auxilio
de um dispositivo de poli(dimetilsiloxano) baseaso microfluidica puderam realizar um
imunoensaio para a obtencédo de CT a baixos lid#edeteccdo. As moléculas receptoras da
toxina CT foram anexadas a bicamada lipidica, assqgerviam de suporte para a captura das
moléculas de CT na membrana, ocasionando a vanecatensidade de fluorescéncia.

O biossensoriamento de moléculas de DNA tambémstdmamplamente estudado.
Zhou e colaboradores (2068)desenvolveram um biossensor para detectar DNA
incorporando moléculas de oligonucleotideos junsu@erficie de membranas de bicamadas
lipidicas. Os dados foram confirmados por medidasvoltametria linear de varredura e
espectroscopia na regiao de infravermelho comfoanmada de Fourier.

Atualmente ja se podem obter membranas com lomgpdeale estabilidade, de acordo
com as metodologias aplicadas. No ultimo exemgonembranas formadas de acordo com o
método de Zhou e colaboradores (260&presentaram estabilidade por até 24 h, sem
propensao a romperem-se por choques mecanicostoaas.

3.1.3 Biossensores baseados em células

Biossensores baseados em células utilizam as taspiisologicas de células vivas
para detectar a atividade de espécies biologicasnoCdetectores, estes biossensores
exploram a sensibilidade envolvida nos diferentstemas bioldgicos a partir de uma ampla
gama de estimulos bioquimicos. Receptores, enzienasitras espécies que podem ser
sensiveis a um analito sdo mantidas em um moaddigico pelo ambiente celular nativo.

Os biossensores baseados em células possuem dighcbnas areas que requerem
analise funcional de espécies desconhecidas, camenanitoramento do ambiente de
interesse, poluentes, ou mesmo descoberta de doygas. Neste tipo de biossensor, muitos
sdo os métodos de deteccgdo resultantes da trapsdlog&inais sensoriais de células, os quais
incluem medidas de fluorescéncia celular, metaimaljsnedidas Opticas e elétricas. Na area
alimenticia ja existem inumeros trabalhos relaaimsaao biossensoriamento baseados em
diferentes métodos, buscando a deteccdo de agentess. Por exemplo, residuos de
micotoxina estrogénica foram detectados por meibidkiminescéncia, em um biossensor

baseado em um modelo de célula eucariStitdeste trabalho, o objetivo foi a detecgéo do
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analito micotoxina em amostras de leite, onde &gaooimacdo de humanos e animais com esta
toxina pode gerar problemas de salude como intddcagpunossupressao e aumento no risco
de cancer.

A fim de avaliar e diagnosticar células cancerigesyateliais orais, El-Sayed; Huang
e El-Sayed (20058 utilizaram técnicas de espalhamento e espectrizssdpe SPR como
biossensoriamento molecular. Para isso, investigaracdo de coldides de nanoparticulas de
ouro conjugadas com anticorpos monoclonais do tecelo fator de crescimento epitelial
(anti-EGFR) em meios de cultura celular, os quaistiobham uma linhagem de células
epiteliais ndo-malignas e duas diferentes linhagensélulas epiteliais orais malignas. Com
base nos resultados, os autores puderam averigeaagjnanoparticulas conjugadas com o
anticorpo anti-EGFR ligaram-se especificamente radgeneamente a superficie das células
cancerigenas. A afinidade desta ligacdo foi supexi®@00 % em relacdo as células néo-
cancerigenas, constituindo, desta forma, uma t&éqmitencialmente util no diagnéstico de
cancer.

Solanki e colaboradores (2089gxploraram a afinidade entre enzima e trigliceride
para a construcdo de um biossensor. Para issojlimacdm a enzima lipase via interacoes
eletrostaticas em um filme de éxido de cério namogsado fabricado sobre um substrato de
oxido de estanho-indio (ITMpdium Tin Oxid® A resposta do biossensor foi monitorada em
diferentes concentracdes do triglicerideo tribnéirusando a técnica de voltametria ciclica.
Os autores obtiveram boa linearidade e sensibéidedd método bem como baixo limite de
deteccdo. A andlise cinética confirmou a afinidddéiossensor contendo lipase imobilizada
por tributirina. A afinidade explorada neste estdddiossensoriamento é de interesse para a
area médica, uma vez que disfun¢des nos niverggtledrideos podem acarretar em doencas

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

Os sensores baseados em bioafinidade compreendararapta faixa de dispositivos,
incluindo sensores para DNA (a partir de acidosléicms), sensores antigeno-anticorpo,
receptor-ligante, e enzima-inibidor, os quais v&opprcionando, nas ultimas décadas, varias
aplicacdes em diagnosticos médicos. Muitos elensemseados em bioafinidade estdo sendo
usados na construcdo de biossensores. DentrestiEs s anticorpos, receptores, materiais
biomiméticos e acidos nucléicos. A relacdo estenéidca entre estes elementos e seus
ligantes, a area superficial finita de um transgudoimobilizacdo e a orientagdo espacial,
constituem fatores importantes designe construcdo deste tipo de dispositivo

Em um estudo de reconhecimento molecular realizamtoYang e colaboradores
(2009¥° a molécula fotossensivel meso-tetrakis(4-hidrawifeporfirina foi imobilizada em
um eletrodo de ouro modificado de microbalancartat de quartzo (MCQ) para deteccao
de hemoglobina. Com um sistema de analise poré&ajegn fluxo, FIA Flow Injection
Analysig, estes autores puderam mostrar que o sensor rdecontendo meso-tetrakis(4-
hidroxifenil) porfirina imobilizada exibiu sensibde e interacdo especifica com as
moléculas de hemoglobina.

A imobilizacdo de anticorpos pode ser realizada rpeio de ligagcdes covalentes,
ligagBes cruzadas (ozrosslinking, adsorgéo fisica e também pelo uso de proteauasp
proteina A ou proteina G. Nestes casos, a oriemtag@lomica dos anticorpos imobilizados é
limitante para que ocorra a interacao efetiva cantggeno desejado.

Anticorpos especificos para a proteina C reativaniomobilizados sobre a superficie
de eletrodos interdigitados contendo trilhas de®Byrara a deteccéo desta proteina, que é
uma espécie biolégica que influencia em doencadiaasculares e inflamacdes. Os
anticorpos foram imobilizados sobre uma SAM de tial ligacbes covalentes, e medidas de
impedancia elétrica foram coletadas com a imergfteceletrodo biossensor em solucdes a
diferentes concentracdes do antigeno, a proteingeafiva. Os resultados de deteccao
mostraram-se dependentes das concentracdes egadricias adotadas na analise elétrica.

Em comparagcdo aos anticorpos, 0s receptores biokgéao consideravelmente mais
diversos em estrutura e funcédo. Dependendo darsisteceptor desejado, estas proteinas
podem ser imobilizadas via ligagdo covalente (cam grupo quimicamente reativo na
superficie do sensor), adsorcéo fisica, ou redaiggd junto a uma membrana de bicamada

lipidica.
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Existem alguns trabalhos que abordam a imobilizagmaoléculas receptoras a fim
de monitorar a interacdo com determinados liga@ékilas provenientes de cancer de mama
foram monitoradas por meio de um biossensor contesgécies receptoras especificas, em
trabalho reportado por Teker (2088)Este autor utilizou substratos de silicio modifios
com dois sistemas: um recoberto com nanotubos rtderca conjugados com anticorpos néo
especificos para as células cangerigenas mamariasitro recoberto por nanotubos de
carbono conjugados com o receptor anti-IGF1 (arge® para receptor de fator de
crescimento 1). Foram coletados valores de condiatpara os dois sistemas, onde aquele
gue continha o receptor especifico para as céaastudo apresentou ampla variagdo de
condutancia com o tempo, enquanto para o sistemaspgkcifico ndo foi observada variagédo
consideravel. Este sistema mostrou a capacidaddetiecdo pelo dispositivo utilizado,

podendo ser aplicado para outros antigenos cedulare

3.2 Técnicas de deteccao

Os biossensores também podem ser classificadoscateloacom o método de
transducdo empregadd'™ Estes métodos constituirdo as diferentes técrieadeteccédo a
serem adotadas para a obtencdo de dados refeentasalito. As principais formas de
transducao sado baseadas em métodos de detecg@m dpteccao eletroquimica, deteccdo de
massa e piezoelétrica, além de deteccdo termomédrienpedanciométrica. Cada método
contém subclasses, originando uma grande variquirdeestudos concernentes a deteccdo de
moléculas bioldgicas de interesse.

3.2.1 Técnicas Opticas

A transducdo oOptica oferece o maior numero de sefodas em relacdo as demais
técnicas de deteccao. Isto ocorre porque 0s bissgEnopticos podem ser usados por muitos
tipos de espectroscopias (absorcéo, fluorescéreftacdo, Raman, etc.) com o registro de
diferentes propriedades espectroquimicas, e tamisdos em ressonancia de plasma de
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superficie (SPRSurface Plasmon Resonajic€. Nestes sensores, a quantidade de analito é
determinada pela medida de indice de refracaoripdgules de absorbancia e fluorescéncia
das moléculas do analito, e por outros meios asdEcao quimico-opticos.

As medidas de indice de refracdo sdo normalmetitasipor meio do uso de SPR. A
ressonancia de plasma de superficie € uma oscitkc@iensidade de carga que pode existir
na interface de dois meios com constantes diedétide sinais opostos, onde um € metal e 0
outro, um dielétrico. O metal a ser usado deveiexibmportamento de elétrons livres,
portanto, os mais adequados sdo prata, ouro, aolaminio, dentre 0s quais 0s mais
empregados sdo o ouro e a pfata

Geralmente, um sensor de SPR é compreendido paistema oOptico, um meio de
transducdo que contém os dominios Opticos e bidgoéme um sistema eletrénico que
suporta 0s componentes optoeletronicos do senser, pgrmitem o processamento dos
dado$®.

O sistema de excitacdo do plasma de superficiendelsédo por Kretschmarifi é o
principio mais usado nos instrumentos de SPR75 apud de Carvalho e colaboradores,
2003). A configuracédo de Kretschmann é baseadamimnfeno de reflexdo interna total. Isto
ocorre quando a radiacdo que estd atravessandoaionopticamente denso (o vidro, por
exemplo) atinge uma interface entre este meio ena@io de menor densidade 6ptica (o ar,
por exemplo), e é refletido de volta ao meio marssd. Embora a radiacdo incidente seja
totalmente refletida internamente, uma componergstad radiacdo, a onda ou campo
evanescente, penetra na interface do meio de nummidade a uma distancia de um
comprimento de onda. A reflexdo interna total deathacao resulta em um fenG6meno de
campo evanescente capaz de excitar as moléculaizémtas proximo a interface, por
exemplo, vidro-liquidd.

Para esta técnica de SPR, uma fonte monocromatigalagizada de radiacdo é
utilizada, e a interface entre os dois meios optarste densos é recoberta com um fino filme
metélico. Uma representacdo esquemética deste &mdesta ilustrada na Figura 2.

Assim, a onda evanescente desta fonte de radiaga@maé de interagir com os elétrons

livres que oscilam no filme metalico a um angulpeesfico de incidéncia.

" KRETSCHMANN, E.; KROGER, E. Reflection and transsion of light by a rough surface, including result
for surface-plasmon effectdournal of the Optical Society of America v. 65, p. 150-154, 1975.
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Fluxo da célula —--% /é:'_—l"'

Lamina de vidro  —=
recoberta com Auw/Ag

Arranjo
bidimensional de
detectores

Feixe de radiacdo

convergente \

Superficie do sensor

Figura 2. Representacdo esquematica do funcionamento deipico instrumento de SPR. Uma
laminade vidro recoberta com ouro ou prata € adeps@mb um prisma, através do qual um
feixe convergente de radiacdo é focado abaixo Idwe fide ouro/prata (Au/Ag), e entdo
refletido para o arranjo de detec¢éo. Solucdesdkt@séo conduzidas através da célula de
fluxo a temperatura e velocidade previamente didmi A superficie do filme de Au/Ag
pode ser funcionalizada a fim de apresentar umadeade de superficies de sensor para
andlises especificas, conforme exemplificado naurBig6. Adaptado de Green e
colaboradores (2008)

Esta interacdo com o filme metalico gera perda mergea da radiacdo incidente,
resultando na reducéo da intensidade da radiafi@td®, a qual pode ser detectada por um

arranjo bidimensional de fotodiodos.

3.2.2 Técnicas eletroquimicas

Os sistemas eletroquimicos representam os disgmsitimais antigos e melhor
conhecidos em aplicacbes sensoriais, e compreengemcas como amperometria,
condutimetria, potenciometria, entre outras. Uncdifbiossensor eletroquimico consiste de
um eletrodo contendo uma espécie seletiva, quenpa#e anticorpos, enzimas, receptores
bioldgicos, DNA, entre outros. Estas espécies sgmtam a interface para um dispositivo
capaz de receber os sinais bioldgicos e convesté&in unidades de medidas, como um

eletrodo idnico seletivo, ou um eletrodo de platina
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ReacBes catalisadas por enzimas, por exémmgloe resultam em uma alteracédo de
concentracdo de dioxido de carbono ou em uma espé@nica, podem ser
potenciometricamente determinadas. A formacao itatalde produtos eletroquimicamente
ativos, como peroxido de hidrogénio,(®3) e fendis, pode ser medida amperometricamente.

Concentragbes de  espécies quimicas também podem  gbfidas
cronoamperometricamente. Neste caso, a correntdlujuatravés do eletrodo de trabalho
pode ser determinada como funcédo do tempo em uengiat constanfé A equacdo de
Cottrell, Equacdo 1, onde o fluxo de corrente éretacionado com a variacdo de
concentracdo das espécies oxidadas ou reduzidaupwaficie do eletrodo de trabalho,
permite o estudo deste tipo de sistema:

ienpap_ S _nFAJD

Dt \/;

C
(1)

onde:i € a corrente no temgpn € o numero de elétrons,é a constante de Faraddyé¢ a
area do eletrodd; é a concentracdo das espécies oxidadag ® coeficiente de difusdo das
espécies oxidadas.

Alguns cuidados devem ser tomados no emprego dedtascas de deteccdo
eletroquimicas, pois podem apresentar susceptbiida ruido elétrico, necessidade de
eletrodos de referéncia estaveis, adsorcdo nétveelee oclusdo da superficie,
comprometendo a atividade superficial do sensoémAlisso, sdo bastante sensiveis a
alteragOes na forga idnica, temperatura e pH.

3.2.3 Técnicas massa-sensiveis e piezoelétricas

Os dispositivos piezoelétricos sdo geralmente liaseam cortes especiais de cristal
de quartzo, os quais podem oscilar mecanicametedgusubmetidos a um potencial elétrico

alternado. A oscilacdo mecanica do cristal (usualen@ea ordem de MHz) pode ser muito
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homogénea, e pode ser perturbada por mudancasasiigénmassa ou de microviscosidade
causadas pelas reacgfes de ligacdes seletivas erdicepdo cristal. Mudancas de frequéncia
menores que 1 Hz podem algumas vezes apresentadugpilidade na medida, fornecendo
uma sensibilidade na ordem de nanogramas em rekacsuperficie do dispositivb A
microbalanca de cristal de quartzo (MCQ) operais@guste principio.

Em aplicacdes eletroquimicas, o cristal de quaétzecoberto com uma camada de
ouro em forma de disco, em ambos os lados do Icrigta dos lados fica exposto a solugéo
na célula eletroquimica, enquanto o outro lado ékposto ao ar. Dados voltamétricos sao
colhidos utilizando o disco recoberto com ouro cosletrodo de trabalho. Deste modo, a
MCQ permite a medida simultanea de massa e dentemeste tipo de experimento.

A MCQ utiliza as qualidades piezoelétricas do atide quartzo para medir mudancas
de massa resultantes da interagcdo com a supetic@istal. Estas mudancas geram uma
variacdo de frequénciaf) no sistema, e podem ser relacionadas com acgzaride massa
(Am), assumindo-se que esta esteja fina, uniformgidamente aderida a superficie do

cristal. A equacéo de Sauerbrey, Equacéo 2, expeessacao entrf e Am:

Af = —2Amf§ 2f2
Aypiity  APally ®)

ondeAf é a variacdo de frequéncia de ressonancia nalctistquartzo, em HZ € a area
geométrica piezoeletricamente ativa dada erfy &mé a frequéncia fundamental do cristal,
4mé a variacdo de massa ocasionada pela ressodammistal o4 € a densidade do cristal de
quartzo (2,648 g.cif) e g € 0 mddulo de cisalhamento do cristal de quarze5(x 16*
g.Crﬁl.S'2)33'35.

A deteccdo massa-sensivel por MCQ possibilita nayalgcacdes no campo de
diagnéstico médico, com o uso de sistemas biol§gartigeno-anticorpo, enzima-inibidor e
receptor-ligante. O uso desta técnica oferece gantapor ndo requerer solucdes de analito
opticamente transparentes e, por conseguinte, psdemsados analitos como 0 sangue e a

urina.
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3.2.4 Técnicas termométricas

Sensoriamento  calorimétrico ou sensoriamento  ter@tiico  envolvendo
biocatalisadores imobilizados tém diversificadoetbas areas de aplicagdes bioloditdsm
principio, um processo quimico ou biolégico € manmgtio e quantificado pelas mudancas nas
caracteristicas térmicas de espécies em reacadeBdsndamentais que regem as reagdes
moleculares, praticamente todas estas reacdesasstéoiadas pela absorcéo ou liberacdo de
calor. Muitas rea¢cfes enzimaticas, por exempl@oeassociadas com a liberacdo de calor.
Isto leva ao desenvolvimento de muitas geracOesatterimetros capazes de monitorar
reacbes biologicas para posteriormente serem dpbcam estudos de imobilizacdo de
biomoléculas.

Scheper e colaboradores (1991)tilizaram um sistema de biossensoriamento
termistor enzimatico para o monitoramento simulbdde agucares, como glicose, lactose,
maltose e sacarose. Na Figura 3 esta ilustradetens de biossensor termistor de maneira

simplificada, adaptada a figura original destesrast
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Figura 3. Descricdo de maneira ilustrativa de um sistemaidgssensoriamento termistor enzimatico.
Figura adaptada de Scheper e colaboradores ¢£991)
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Este estudo permite avaliar caracteristicas dosepsos de fermentacdo destas
moléculas, a partir da observagdo da atividadarértiidia e da variagdo de parametros como

concentra(;éo e temperatura.

3.2.5 Os bhiossensores capacitivos

Os biossensores baseados em afinidade capagid®sn ser construidos a partir de
imobilizagdo de elementos de reconhecimento em aasnaltrafinas sobre um eletrodo ou
entre dois eletrodos, onde o analito € detectaduartir da medida das alteracdes nas
propriedades dielétricas do sistema quando ocorietemacdo com o antigetio Estas
alteracbes também podem ser induzidas quando uroeomalécula é deslocada por uma
pequena molécula de analito. Mudancas na confomdgdoroteinas sobre uma superficie,
ocasionadas apoés a ligagdo ou interacdo de umtdigeambém podem ser detectadas por
medidas de capacitancia.

Um capacitor € constituido de duas placas metajeaalelas separadas por uma

determinada distancia e um dielétrico, podendalsscrito pela Equacgéo 3:

C =ggoA/d (3)

Onde ¢ é a constante dielétrica do meio entre as plagas; 8,85419 pF.m
(permissividade do vacuol\ é a area das placasdea distancia entre elas. Desta forma,
guando ha uma mudanca nas propriedades dielétocasterial entre as placas (Figura 4-A),
também haver4 uma mudanca na capacitancia do aistem

Um tipico sistema de deteccdo por medidas de dapai@ foi publicado por
Berggren e colaboradores (2091)o qual foi adaptado na Figura 4. Estes autores
exemplificaram uma aplicacdo deste sistema ondsl@re colaboradorés(1992 apud

Berggren e colaboradores, 2001) mediram bolhasxidgmio em um eletrodo interdigitado

" Bresler, H. S.; LENKEVICH, M. J.; MURDOCK JR., B..NEWMAN, A. L.; ROBLIN, R. O. Application of
Capacitive Affinity Biosensor — HIV Antibody and @lose Detection.American Chemical Society
Symposium v. 511, n. 9, p. 89-104, 1992.
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para a obtencdo de medidas indiretas de anticétpo® glicose. Neste trabalho, amostras
contendo anticorpos HIV ligaram especificamentatéganos HIV imobilizados na superficie
do sensor e, em um segundo estagio, eram ligadosanticorpo conjugado com catalase. O
eletrodo era entéo exposto a peroxido de hidrogéhfo,, o qual era convertido em oxigénio
pela acdo da catalase. A quantidade de bolhas @Enix era assim, uma medida da
guantidade de anticorpos HIV. Glicose foi deterdamale maneira similar com o uso de

concavalina A como elemento de resposta, ou sajaada biorreceptora.

A) S Camada [solant
o amada holante B) Trilhas Interdigitadas

\ (IIondutor /\Trllhas terminais

+ : - |
Substrato J ‘ \ ‘ \

% Elemento de reconhecimento em solugio

|

: Expécie biorreceptora imobilizada Contatos eléricos Suhstrato

Figura 4. Figura adaptada e extraida de Berggren e coldbas (2007 onde (A) representacéo
esquematica de um biossensor baseado em afinidade sm eletrodo interdigitado e (B)
Sensor de afinidade capacitivo baseado em duaasphaetalicas.

Yang (20083 avaliou um método baseado nas propriedades detesmopia de
impedancia elétrica (EIElectrical Impedance SpectroscQpyara estudar suspensdes de
células bacteriais, com o uso de microeletrodaxdidgitados. Para isso, utilizou suspensdes
de célulasSalmonellaem agua deionizada e solucdo-tampao fosfato (PB&phate Buffer
Solution em um intervalo amplo de frequéncias. A um deir@ado intervalo de frequéncia,
obteve a relacdo entre a impedancia da suspensdcomcentracdo celular, o que pbde
possibilitar uma alternativa para a quantificacéocdlulas bacteriais de forma simples e de
baixo custo. A Figura 5 ilustra o biossensor p&talas bacteriais em suspensao. Este sistema
de biossensoriamento pode auxiliar na deteccdoaetifjopacdo de bactérias patogénicas

transmitidas por alimentos evitando a ocorréncidaBncas relacionadas.
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Figura 5. Diagrama esquematico para a coleta de dadostespEipicos de impedancia elétrica de
suspensdes de células bacteriais em agua deionizasa solucdo-tampao PBS. Figura
adaptada de Yang (20G8)

Medidas de impedancia elétrica foram utilizadas ukatectar e caracterizar a adesao
de dois diferentes tipos de cepas bacterianas.uséye colaboradores (2088avaliaram a
caracterizacao elétrica por meio do monitoramemtovariacdo dos valores de impedancia
elétrica, em um amplo intervalo de frequéncia, setapds duas horas de adesédo bacteriana.
Estes autores utilizaram um substrato semiconddéodTO em uma camara de fluxo,
podendo explicar as propriedades de interface odl@tbactéria/eletrolito em funcdo das
curvas de resisténcia. Uma camara de fluxo baseade&EIS combinada a um sistema
hidrodindmico proporcionou a obtencdo de medidagseatscopicas de impedancia
eletroquimica, simultaneamente a deposi¢do bactena substrato de ITO.

O sistema eletroquimico desenvolvido foi baseadausra camara de fluxo de duas
placas paralelas em condi¢cdes hidrodinamicamengatadas, € um microscopio Optico,
para observacdo da cinética do processo de adasd8oadtérias em tempo real. Os autores
observaram que a magnitude da impedancia obsepa@aos dois sistemas de bactérias
decai exponencialmente com o aumento do niumercéldéas aderidas ao substrato. Desta
forma, puderam definir a velocidade de adesaoivelas duas cepas de bactérias estudadas.
Verificaram também que a deteccao elétrica é naaisigel a intensidade de adeséo, quando

comparada a deteccao Optica para este sistema.
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3.3 Imobilizacdo de biomoléculas em biossensores

Em varias aplicacdes tecnoldgicas, incluindo ensdmaosores, ha necessidade de
imobilizacdo de biomoléculas. Em geral, as matrdegmobilizacdo podem atuar puramente
como um suporte, ou entdo podem também ser tratatas mediadoras do mecanismo de
um sinal de transducdo associado com o afale técnicas de imobilizacdo podem ser
classificadas em imobilizacéo fisica por uma memdbraerte, adsorcdo fisica ou quimica,
ligacdo junto a um suporte funcionalizado e imahbiffo em uma membrana “ativa”,

considerando-se a natureza das intera¢des quimieamoleculares envolvidas.

3.3.1 Imobilizacdo de proteinas a partir de interacdes n&covalentes

As interacdes responsaveis pela ligacdo entre @sipas e seus ligantes ocorrem,
principalmente, por forcas de van der Waals, asisqedo capazes de coordenar as
conformacdes das mesmas. Essas mudancas confanaia@oasionam a exposicao de sitios
ativos das proteinas, proporcionando a vulneraualkda ligacdo especifica com o ligante. As
numerosas interacdes ndo-covalentes (hidrofébmdsorcdo fisica e ligacdo ibnitaydo
essenciais para compreender o ambiente em quarmlBitula esta inserida, pois sdo estas
forcas que ditam a conformacdo nativa estavel dateipas, e permitem a flexibilidade
necessaria para o exercicio da funcao biologicaagemacromoléculas. Estas interacdes séo
necessarias para a interagdo critica dos paresi@memares de bases nos acidos nucléicos,
ou para a interacéo de um hormédnio ou fator deicnesmito com seu respectivo receptor

Em um sistema heterogéneo, a ligacdo da protetma aubstrato ou interface pode
ocasionar mudancas conformacionais, que conseuente, afetam a atividade dos outros
sitios da proteina. O estudo das espécies que padignar monocamadas estaveis é
fundamental para a imobilizacéo de proteinas dedsase.

Um fator muito importante para a imobilizacdo det@inas em diferentes superficies
€ 0 ponto isoelétrico (pl). Este ponto indica ogaflacteristico onde a macromolécula possui
carga elétrica total nula, sendo que, ao altetaredor, um carater positivo ou negativo pode
ser adquirid®®. Portanto, a manipulacdo do pH do meio em qustersi esté inserido podera
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proporcionar interacdes eletrostéticas eficazee gnbteina-proteina ou proteina-superficie.
E importante notar que existem numerosas excecoes) outros tipos de interacdes capazes
de atuar com este mesmo proposito.

Considerando que as interacOes eletrostaticas @ntieina e superficie podem
influenciar a adsor¢éo protéica, as proteinas pagraubdivididas em dois grupos de acordo
com seu comportamento de adsorcdo eletrostiti®ara proteinas providas de ampla
mudanca conformacional durante a adsorcéo (tamledontinadassoft” proteins), forcas
nao-eletrostaticas também contribuem significatieal® na adsorcdo. Ou seja, o0 efeito é
gerado também por interagfes de van der Waalgefdiicas, além de mudancas entropicas
oriundas da conformacédo estrutural induzidas petmrgdo. Para proteinas sem mudancas
conformacionais interfaciais’hard” proteins), por outro lado, a adsorcdo tende a ocorrer
majoritariamente devido a interacfes eletrostatiPasa estas proteinas, ha geralmente uma
relacdo entre interagdes eletrostaticas e hidroésbi

A retencéo fisica em matrizes poliméricas possuilamaplicabilidade na imobilizacao
de enzimas e células vivas por meio de ligacoemadas, originando uma matriz em forma de
gel onde as espécies receptoras sdo fisicamemndastetym tipico material para sensores
seletivos de ions e sensores que utilizam a respasta € o poli(cloreto de vinila) (PVC).
Moléculas receptoras macrociclicas sdo dissolvetasum solvente plastificante e retidas
dentro da matriz polimérica que, quando em condigdgtaveis, constituem um método
sensitivo e seletivo para imunoensaios

A imobilizacdo em matrizes também pode forneceesias com propriedades de
transducdo. Quando se trata de membranas par&isoses amperométricos uma membrana
isolante depositada sobre eletrodo dificilmenteil@wu& no transporte eletrdnico e na
sensibilidade do sinal. Porém, este método ainda a@opriado se o analito e as espécies
geradas na reacdo forem permeaveis na membrantudGpmim biossensor recoberto por
uma membrana pode imobilizar uma enzima na superdic no seu interior. O potencial
beneficio de um transporte de carga reforcado éraa membrana foi, provavelmente, a
forca diretriz original para a investigacao da degio eletroquimica de polimeros condutores
como matrizes de imobilizacao.

Os primeiros estudos de imobilizacdo de glicosdasd em polipirrol estimularam o
uso de outros polimeros. Estes podem ser eletreilegos em meio aquoso, desde que a
imobilizacdo da biomolécula seja alcancada simpdesen por um aprisionamento fisico,

devido a sua presenca na solucéo de polimerizacao.
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Atualmente existem varias formas de imobilizacadpremgando-se uma arquitetura de
matriz de filmes finos, como exemplificado em Greetplaboradores (2008) Desta forma,
sdo originadas superficies contendo filmes ulteaficapazes de imobilizar moléculas de
interesse por meio de matrizes de dextrana, bicasndigpidicas, monocamadas auto-

organizadas, ou filmes poliméricos. Estes exemgdtdo ilustrados na Figura 6.
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Figura 6. Exemplos de funcionalizacdo de superficies dstsatios para a imobilizagdo de moléculas
de interesse. Dependendo da natureza do substrdéonpser produzidos filmes ultrafinos a
partir de matrizes de dextrana, bicamadas lipidiSa8Ms ou filmes poliméricos. Figura
adaptada de Green e colaboradores (2800)

Similarmente a outras macromoléculas, a adsor¢cgurateinas ndo depende apenas
das interacdes proteina-superficie, mas de umainag@m destas interacdes de proteinas,
superficie e também do solvente. Neste caso, alafie da proteina, seja pela superficie em
questédo, seja pelo solvente, € imprescindivel. Setwto é a adsor¢cdo da proteina em
determinada superficie, a afinidade por esta devengaior em relagdo ao solvente utilizado
no sistema; caso contrario, a proteina vai “préfersolvente e a adsor¢cdo ndo ocorrera.

Uma técnica bastante explorada na obtencéo desfiéhree técnica de automontagem,
baseada na adsorcdo sequencial de espécies opustaaeegadas, resultando na formacgéao
de um filme multicamad&s*2 Esta técnica permite um alto controle sobre patéds como
espessura e arquitetura molecular dos filmes, aiéso, permite a imobilizacdo de varias

moléculas bioldgicas em conjunto com polieletrlittonvencionais, com preservacédo da
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atividade biolégica. A Figura 7 ilustra trés esgasende automontagem que podem ser
adotados em diferentes aplicacdes.
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Figura 7. Esquemas de automontagem alternada de polimeliégicas/aniénicos: (A) lineares; (B)
polimero idnico linear com proteina de carga opd§tapolimero idnico linear e placas de
ceramica. A e B sdo as camadas de cada carga,ntmcpB indica a bicamada que pode
ser repetida vezes do filme. Figura extraida de Lvov e colatiores (1996}.

Esta técnica oferece a vantagem de baixo custbilizendo a producéo de filmes
finos com simplicidade experimental, sendo umarradtieva para diferentes aplicabilidades,
de acordo com 0s materiais empregados.
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3.3.2 Imobilizacédo de biomoléculas a partir de interacbesovalentes

Imobilizacdo de biomoléculas em superficies soOlidasbém pode ocorrer por meio
de ligacOes covalentes via grupos quimicos reativiosoxi, amino, carboxi, epoxi, tiol, entre
outros) presentes na molécula, ou sobre a sugedicsubstrato. Como muitos materiais ndo
sdo intrinsecamente reativos, muitas técnicas parativacdo de substratos tém sido
desenvolvidas, como a modificacdo de superficievid® ou silica utilizando reagentes
silanizado$®** ativacdo da superficie de ouro com “fid! e ativacdo de superficies
poliméricas com agentes quimitbsA escolha destes agentes ativadores é feita atelac
com a camada protéica subsequente, podendo seaddilum agente funcionalizado para
promover uma melhor adsorcao da proteina.

A técnica de SAM é um exemplo de estratégia paobilmacao protéica a partir de
uma camada funcionalizafaAs SAMs constituem uma técnica geral, pois s&eé@as em
uma combinacdo de monocamadas de tipos substrambeagtivador (vidro-alcano, ouro-tiol,
entre outros), agente ativador-proteina, e intemgpdoteina-proteifia*®

Esta técnica, ilustrada na Figura 8, oferece umtdoigia relativamente simples
para o preparo de uma plataforma funcionalizadae omonocamadas moleculares bem
definidas e organizadas sdo depositadas pela imds&ubstrato em uma solucdo diluida
(aproximadamente, 1,0 mM) do adsorbato a temperatmbiente.

Diversos fatores como a natureza e a rugosidadilotrato, solvente, temperatura e
concentracdo do adsorbato podem afetar a formagialensidade de empacotamento das

monocamadas no filme.
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Substrata

Solugdo contendo o Tempo de imersao: varia

! SAMS estreitaments
reagente ativo de segundos a horas

empacotadas
g ordenadas

Grupo de interagdes especificas

Grupo da interface fligacies de H, dipolo-dipola)

ar-monocamada

] Interagdes intermoleculares
Grupos alquila

. Chemissorgao na superficie
Grupo da extremidade

[superficie ativa)

Substrato

Figura 8. Monocamadas auto-organizadas sdo formadas pelplesi imersdo de um substrato
especifico junto a uma solucdo contendo o reagumeira ativar a superficie deste. As
forcas que regem a formacgéo esponténea destas amadas em forma bidimensional sdo
baseadas em liga¢cdes quimicas entre as molécuitislana solucdo e a superficie do
substrato. Além disso, interagfes intermoleculeoggribuem de maneira significativa para
a estabilidade e formacéo das SAMs. Figura adaptadéman (1996,

Para a escolha das moléculas a serem utilizadésrmacédo de SAMs, devem ser
considerados varios fatores, incluindo a selecdomadeéculas com grupos funcionais
distintos, os quais permitem um melhor controlamgitetura do filme desejado.

O comprimento da cadeia é outro parametro impa@tquais comprimentos de cadeia
correspondentes a um numero de metilenos superi@d gnos casos de silanos ou
alcanotibis), podem oferecer um maior empacotamea® cadeias e, consequentemente,
maior homogeneidade da monocamada.

Um esquema ideal para a formagcdo de SAMs com deisidis foi ilustrado por Love
e colaboradores (2008) em um exemplo de construcdo de monocamadas atemen

nanoestruturadas, capazes de apresentar variasefdemjes de interesse, como mostrado na
Figura 9.



55

Interface argdnica:
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Figura 9. Diagrama esquematico ideal de uma simples estrgtistalina de SAM. As monocamadas
sdo formadas por moléculas de tidis junto a umaréige de ouro com textura (111).
Neste esquema, adaptado de Love e colaboradom@s)i{2@ anatomia e as caracteristicas
das SAMs foram destacadas.

As monocamadas podem ser caracterizadas por meiétielos fisicos (angulo de
contato e molhabilidade), métodos espectroscop(ocdsavermelho e raios-X), métodos
morfolégicos (microscopia eletrbnica de varredWi&V, e microscopia de forca atémica,
AFM), entre outros. Mais especificamente, técnalagroquimicas como voltametria ciclica e
medidas de impedancfa sdo especialmente (teis para o monitoramentoudtidgde da
monocamada em biossensores.

Dentre as vantagens que a técnica de SAMs ofgredemos destacar:

» Facil ordenamento das moléculas e estabilidadendascamadas;

* Membranas mimetizando meio celular podem ser digutas sobre uma superficie

contendo SAM, conveniente para imobilizacao de biéoulas;

* Flexibilidade na escolha ddesign da superficie, bem como de seu carater
hidrofébico ou hidrofilico, a partir da escolharmeléculas com diferentes grupos
terminais funcionais;

» Solugdes diluidas sédo requeridas, ou seja, quaesdminimas de biomoléculas
Sa0 necessarias para o ensaio;

» Estabilidade por um periodo relativamente extepeanitindo confiabilidade em
diversas medidas;

» Habilidade em proporcionar informacdes a nivel makr sobre fenbmenos como

adsorcao de proteinas, hibridizacédo de DNA, infera@ntigeno-anticorpo, etc.
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Alteracbes no pH, forca ionica e temperatura podemprometer a qualidade da
monocamada e suas propriedades, pois estes parapetiem ocasionar a perda da atividade
biologica da espécie de interesse.

Outro método bastante utilizado na promocéo deagé® covalente proteina-proteina
é 0 uso de sistemas biotina — avidina avidina é uma proteina muito utilizada em SAMs
para a construcao de biossensores, pois possufislidade pela biotina e possui uma forma
estrutural tetramérica, com quatro sitios de ligagdamentando a possibilidade de interacéo
com outras proteinds*. E possivel a imobilizacdo de biomoléculas comticarpos e
receptores junto a uma superficie funcionalizada tiotina. Esta superficie constitui um
suporte para a ancoragem das macromoléculas desiste baseada na adsor¢cado de moléculas
biotiniladas.

Glutaraldeido também pode ser utilizado como ingeliador em imobilizacdo de
biomoléculas, frequentemente atuando como formedddigacbes cruzadas. Em um estudo
realizado por Park e Krull (2008)em imobilizacdo de DNA, glutaraldeido serviu connoa
base para a ligacdo com alguns oligbmeros do DNparér da cadeia de silano com a
extremidade amino ligada ao substrato de ITO.

E importante ressaltar que ndo existe um métodwiderado o melhor para a
imobilizacdo de proteinas, e que possa ser aplieattmlas estas espécies. Portanto, ha a
necessidade de se avaliar diferentes processosmat@lizacdo considerando-se densidade,

conformacao e funcéo das biomoléculas.

3.4 Receptores nucleares

Receptores sdo proteinas responsaveis pela regulagéianscricdo génica a partir da
ligacdo com moléculas ligantes especificas. Exigtraptores do tipo transmembréanicos, os
guais estdo localizados na superficie das céllvas-®utro grupo de receptores esta
localizado no nucleo das células onde, por meioredmlacdo da transcricdo de genes
especificos, sdo responsaveis pela realizacdoveesds funcdes fisioldgicas no organismo.
Dentre algumas destas funcbes, podem ser citadasdstase, reproducéo, desenvolvimento
e metabolismd Como estes receptores estdo localizados nodntais células, os ligantes

(moléculas sinalizadoras) devem ser moléculas megue hidrofobicas o suficiente para
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difundirem através da membrana plasmatica e alcangaoteina no nucleo celular. Estes
receptores que recebem o0s sinais no interior dadasésdo denominadoseceptores
nucleares*.

Os receptores nucleares (RNs) sdo compostos pietimae geralmente entre 50 e 100
KDa. Estas proteinas sdo mediadoras dos efeitagtrpf@cos dos hormonios lipofilicos nas
células por meio da regulacdo da transcricdo desgelvo. Essas macromoléculas estao
intimamente relacionadas a diversas disfuncdesrgansmo, como cancer, osteoporose e
diabetes, constituindo assim uma promissora femtargara o desenvolvimento de farmacos
e novas terapias. A superfamilia de RNs inclui peares para moléculas hidrofébicas como
horménios esterdides (por exemplo, estrogénio amiita D), acidos retindicos, horménios
tireoidianos, acidos graxos e prostaglandinas.

A estrutura modular dos RRsilustrada na Figura 10, compreende 5 a 6 dominios
conservados e com diferentes funces A regido N-terminal (dominio A/B) é altamente
variavel e contém a regido de ativacdo autbnomd Ad-gual, ao interagir com os dominios
de ligacdo ao DNA, pode ativar a transcricao deeinarconstitutiva. Esta regido pode conter
menos de 50 a até mais de 500 aminoacidos, suatueatrtridimensional ainda é
desconhecida e faltam detalhes moleculares parareender o funcionamento desta regiao.
Sua func&o é conferir especificidade & célula, Ha\ B aos promotoréd

A regido mais conservada da molécula € o dominiigdedo ao DNA, DBD DNA-
Binding Domain ou dominio C, conferindo especificidade para conbecimento de
sequéncias-alvo de elementos responsivos a horm6ridHRESs Kormone Response
Elements Esta regido foi muito estudada, desde a es#uttidimensional até suas

propriedades de dimerizacéo.
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; o Dimerizagdo
Dimerizagio )
Anvagio Aurdnoma (AF-2)

" (A1 L .
N '\/B D} E] L IF) c
— Y —— ! "..'-"‘
Regiio do Hinge Ligagio Ligante
Ligagio DINA

Figura 10. Dominios comuns aos RNs contendo algumas fungifiisadas. Figura adaptada de
Robinson-Rechavi; Garcia; Laudet (2003Nesta figura, a conformacamo é aquela em
que a molécula assume antes da entrada do ligantgjanto que apds a ligacdo é
denominaddolo.

Entre os dominios de ligacdo ao DNA e o de ligagddigante esta o dominio D,
conhecido comdiinge ou dobradi¢ca. Esta regido é pouco conservaddereomobilidade
entre os dominios bem estruturados C e E, e est&iada com a localizacdo nuclear do
receptor>>’,

O dominio E é o dominio de ligacdo ao ligante, &mbchamado LBD Ligand-
Binding Domaif, e contém a sequéncia de aminoacidos moderadameis conservada
Esta regido é responsavel por diversas funcbedredas quais a ligacdo do receptor ao
horménio. Este dominio participa de muitas outtasdades além da ligacdo ao hormonio,
como homo e/ou heterodimerizagdo, e ativagdo e=2$s@o transcricional. A ligacdo ao
horménio induz mudangas conformacionais na moléddareceptor, influenciando no
controle das propriedades da molécula e na exgreggnica. Estas mudancas
conformacionais que acompanham a transicéo enfoeraas ligada e nao ligadaglo e apo,

respectivamente, do receptor de hormdénio nuclegam@f sua afinidade por outras proteinas.



59

Os RNs podem ou nédo conter o dominio F na regier@inal. Este dominio possui
uma sequéncia extremamente variavel de aminoaeidos estrutura e fungédo ainda ndo séo

bem conhecidos.

3.4.1 O receptor de hormonios tireoidianos

Dentre as subclasses de receptores nucleares astéeptores tireoidianos, TRs
(Thyroid Recepto)s A analise da estrutura e das funcdes dos TRe etgumas diferencas
nos dominios funcionais da estrutura modular, waigido diferentes isoformas destes
receptores em funcdo da decodificacdo de genesifispge no genoma humano, as quais
estdo mostradas na Figura 11. Estas diferencaseatqprincipalmente na extremidade
amino, originando as isoformas fRe TR32 (codificadas pelo gene PR e na regido

carboxi-terminal, originando as isoformasdlRe TRi2 (codificadas pelo gene TiR.

461

m ] = - [OE AEZ TH[‘H

1 475

[ NH2 ol ie - [OE I TRp2

410

1
h OBO 1 i zn] ﬁ TBa1
i

452

I.:nr-rh i [TE I l TRa2

Figura 11. Estrutura primaria das diferentes isoformas dcatias pelos genes BRe TRu. Figura
adaptada de Barra e colaboradores (2004)

As diferentes isoformas dos TRs respondem de nzadestinta, conferindo funcdes
especificas aos mesmos. Por exemplo, ambos odoeeef Bl e TR32, além de isoformas
a, respondem ao horménio tireoidiano T3, porém dmés diferentes.

A estrutura tridimensional do dominio LBD desta®fosmas é constituida
basicamente por 12hélices, e uma espécie de grampo formada por f¥@s4, conectando

voltas de distintos tamanHosomo apresentado na Figura 12. Com a ligacddgdate, a
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molécula do TR sofre uma mudancga de conformac&ayitke como mecanismo “ratoeira”: 0
ligante entra na estrutura da proteina. Antes dsadm do ligante a conformacdo é
denominadapo, e apos a ligacabplo, conforme ilustrado anteriormente na Figura 10.

N-terminal

C-terminal

.,
Ligante

Figura 12. Representagdo do dominio de ligagao do liganteedeptor hormonal tireoidiano. O BR
LBD estd complexado com o ligante, ilustrando cammante fica “dentro” da molécula
de proteina

A regido LBD possui uma cavidade hidrofébica edjmecipara a entrada e o encaixe
do ligante requerido, com forma e volume apropsadRessalta-se que, neste trabalho, foi
utilizado apenas a regido LBD do R pois constitui o dominio de interesse uma vez&a
regido onde ocorre a ligacdo especifica com ositkga os hormoénios tireoidianos. Além
disso, experimentalmente esta € uma regido comrreatabilidade e maior facilidade de
manipulacdo em relacdo a molécula completa daipeote
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3.5 Os hormobnios tireoidianos

Hormonios tireoidianos (HTS) possuem extensa infiieg no sistema fisiologico
humano. S&o responsaveis pela diferenciacdo, dasengnto, e varios processos
metabolicos no adulto, como desenvolvimento d@siatnervoso central, sistema cardiaco,
niveis de colesterol, sistema renal e metabolisentedidos conectivd$. O maior horménio
secretado pela glandula tiredide € o 3,5,3’,5aietto-L-tironina (tiroxina ou T4), em menor
quantidade é secretado o 3,5,3-triiodotironina )(T® total plasmatico de T4 é,
aproximadamente, 45 vezes superior que o de Thk®Wersus2 nM)®. Entretanto, em
tecidos periféricos h4d uma quantidade considerdeetlesiodacdo de T4 gerando T3. A
quantificacdo destes HTs é de grande relevancia pasaude humana, em funcdo das
atividades que eles desenvolvem no organismo. iRorteeus niveis devem ser monitorados
periodicamente em pessoas normais e, principalmemegacientes que ja sofrem de alguma
doenca relacionada.

O horménio anélogo ao T3, o 3,5,3-acido triiodmdicetico (TRIAC), liga-se aos TRs
com afinidade maior em relacéo ao T3, embora tenihéempo de residéncia mais curto nos
TRs que o primeiro. A seletividade superior porBIRpor exemplo, sugere que TRIAC
apresente um potencial terapéutico consideraval paratamento de TRs mutantes. O estudo
deste hormdnio é importante, pois pode auxiliatratamento de distirbios hormonais, como
na terapia da resisténcia ao horménio tireoidtarue bécio eutire6idéde no tratamento de
atrofia da pele ocasionada por uso prolongado décaies’. TRIAC é comercialmente
conhecido como “Tiratricol”, e é usado para induziemagrecimentd. Seu uso indevido,
administrado sozinho ou combinado a outros comgesenomo adrenalina, antidepressivos,
entre outros, causa efeitos colaterais como aumergdbatimentos cardiacos e da pressao
arterial, além de efeitos neurolégicos.

Um analogo sintético dos hormonios tireoidianos @ ®-1 [acido 3,5-dimetil-4-(4'-
hidréxi-3’-isopropilbenzil)-fendxi acético], o qupbssui seletividade de ligacdo e funcdes de
ativacdo preferencialmente por fR em relacdo ao THR. O analogo contém muitas
mudancas estruturais quando comparado com o haomm@tural T3, dentre as quais podem
ser citadas a substituicdo de trés atomos de iodgrppos metila e isopropila. GC-1 liga-se
ao TR31 com a mesma afinidade que o T3, porém liga-s€Rad com uma afinidade 10
vezes menor, também em relacédo a®’ TBste analogo foi desenvolvimento para auxiliar no

tratamento de disfuncbes hormonais tireoidianasjocem hipotireoidismo. Os efeitos de
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GC-1 no sistema nervoso central, no tecido adigoea metamorfose de girinos séo fortes
evidéncias do uso desta molécula em tratamentosamutencdo dos niveis hormonais

normaig3,

As estruturas dos hormdonios tireoidianos citadt&oatustradas na Figura 13.

\ N O N O
HO—% #—0— _ /" o HO—y 40\ OH
1 I I
T, T,
| | E.
\ 3 ) 5 A F=0H
=N % ==0H HO—{ % _A4" "%—0
HO { _:-. 0 { .-' | g \ 7
|
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Figura 13. Estrutura dos horménios tireoidianos T3 e T4,08 dnélogos TRIAC e GC-1. Figura
extraida de Brenta; Danzi; Klein (206%7)

Fisiologicamente, os HTs circulam no sangue tranagos por proteinas
carregadoras, devido ao carater hidrofobico, abé secidos-alvo. Apos, o hormonio livre,
por meio de difusdo passiva ou ap0s ligar-se aag@ptor especifico na membrana celular,
atinge o citoplasma e se liga a proteinas receptesaecificas no nucleo. A respeito do
mecanismo de acdo dos hormonios tireoidianos d migkecular, esta ligacdo desencadeia
alteracbes na conformacédo estrutural das protegweptoras, permitindo a interacdo com
sequéncias regulatérias do DNA

Os HTs sédo moléculas responséaveis pelo regulanaattemperatura corporal e
também sdo importantes para o crescimento, difexgie e maturacado dos tecidos. Atuam
como reguladores do metabolismo de carboidratazdugas, diminuindo a agcéo da insulina
e acelerando a sua degradacdo e, no caso dosofipigeomovendo a degradagcdo do
colesterol em acidos biliares. Porém, quando emess; o0s HTs podem ser
hiperglicemiantes (o0 poder que os HTs tém paraaela\concentracdo de glicose sanguinea -

acucar no sangue), aumentar o consumo de oxigémiouwindo o rendimento energético,
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aumentar o catabolismo das proteinas e das gordmmaduzir desmineralizacdo 0ssea e
influenciar nas taxas de batimentos cardiacos.

Disfuncdes tireoidianas sdo doencgas endocrinasonoainuns, de modo que grande
apoio financeiro € destinado para monitorar e diatjcar os seus tratamentos. Desta forma,
0s exames laboratoriais contribuem de maneira der&iel nestes custos. Dentre as doencas
tireoidianas mais comuns e que necessitam de nnaménto e diagndstico terapéutico, pode-
se citar hipotireoidismo, hipertireoidismo, ndédulwsoidianos, bocio, cancer, tireoidite, entre

outras.

3.6 Deteccao de hormonios tireoidianos

Os métodos mais comumente usados para 0 monitoiramen niveis de HTs sao
baseados em radioimunoensaios, técnicas fluoricaétrie medidas amperométricas.
Radioimunoensaf3 é uma técnica bastante sensivel que utiliza mareadadioativos para a
analise de quantificacdo de espécies em reacdigemovanticorpo. E uma técnica empregada
ha muitos anos, com diferentes tipos de ensaiadfo8t, Lees e Watson (1976)por
exemplo, determinaram os niveis de T3 em uso olicéen base em dois radioimunoensaios
distintos: um ensaio baseado em extracao alco@ioafro por uso de etilmercuritiosalicilato
sédico (Mertiolat®). Estes métodos s&o realizados comercialmentecaiso de kit® %8
mas possuem a desvantagem de um custo de ankisearsente alto.

A espectroscopia de fluorescéncia é uma técnica@dambastante explorada para o
estudo quantitativo dos HTs. E vantajosa em relagimdioimunoensaio, por exemplo, por
apresentar maior sensibilidade com melhor limiteddéeccdo. Em ensaios baseados em
fluorescénci® ', comumente chamados fluoroimunoensaios, o ana#to ligado
covalentemente a espécies fluorescentes, de modnter sua reatividade especifica com o
antigeno. Uma técnica baseada neste principio-BIARTime-resolved fluoroimmunoas3ay
foi utilizada para a determinacdo de’T8omo uma alternativa aos métodos até entdo
utilizados.

Moléculas de L-T4, D-T4 e L-T3 foram determinadiasudtaneamente em um aparato
experimental utilizado por Stefan e colaborado&894f, que consiste em um sistema de

injecdo sequencial. Este sistema € um sensor gléneco, onde um imunossensor
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amperomeétrico detecta L-T4 e L-T3 e um biossensopesométrico detecta D-T4. O
imunossensor amperométrico consiste de pasta termmamodificada quimicamente com
anti-L-T4 e anti-L-T3, enquanto o biossensor ampetoico foi obtido da adicdo de L-amino
oxidase a pasta de carbono. A resposta dos trésresrfoi determinada utilizando técnica de
cronoamperometria em solucao-tampao fosfato, quedae intervalos de concentracéo linear
para os trés analitos, além de boa estabilidadpredutibilidade no método.

Biossensores eletroquimicos também tém sido exguerapara deteccdo de
horménios, como o estrogéffice os HTs. Murata e colaboradores (20d8gsenvolveram
um biossensor baseado em afinidade usando umdgedmouro modificado com TR, com o
objetivo de avaliar a deteccédo e quantificacadivalae ligantes. Para isso, imobilizaram TR-
LBD (com fusédo de 10 residuos consecutivos dedimstina regido N-terminal) em um
eletrodo de ouro modificado com tiol via complexac@m niquel. Voltametria ciclica e de
pulso diferencial foram realizadas para avaliar ras@gnca do receptor imobilizado na
superficie do eletrodo, como também para monitarateracdo desta camada biorreceptora

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

4.1 Materiais

Para o estudo de imobilizacdo da regido LBD d@gITBm SAMs foram utilizados
octadecilsilano, tetracloreto de carbono, 99,9 ékadecano: 99 %, cloroformio> 99 % e
acido 11-mercaptoundecandico (11-AMU), obtidos dgm@-Aldrich. Foram utilizados
também alcool etilico, 95% PA-ACS (Quemis), reagertiexacianoferrato (lI) de potassio
trinidratado (K[Fe(CN)].3H,O) e acido sulfurico P.A., da marca MallinckrodReagen,
respectivamente.

O receptor tireoidiano humano PR (regido LBD contendo cauda de histidina, 29,7
KDa), os hormonios tireoidianos T3 (3,5,3-triiogtohina), T4 (3,5,3,5-tetraiodo-L-
tironina), os andlogos TRIAC (3,5,3’-acido triiottoaicético) e GC-1 [acido 3,5-dimetil-4-
(4’-hidréxi-3'-isopropilbenzil)-fendxi acético], ditiotreitol (DTT) foram cedidos pelo grupo
do prof. Igor Polikarpov, do IFSC — USP.

Uma solucao-tampao 20 mM Hepes pH 8,0, 50 mM Na&¥oeglicerol foi utilizada
para a preparacao de todas as solucdes que continRgl-LBD, os HTs e seus analogos
sintéticos. Estas solu¢des foram utilizadas natisaséde UV-VIS, preparacdo dos filmes
para FTIR e AFM, experimento de SPR e na preparap®oanalitos para as medidas
elétricas. A solucao-tampéo 20 mM Hepes, 50 mM Na&% glicerol também foi utilizada

no experimento de SPR, nos dois canais de analise.

4.2 Metodologia

As proteinas TRL-LBD foram imobilizadas sobre eletrodos interdigits, apoés
prévia funcionalizacdo, utilizando-se SAMs de gilae tiol. A ideia foi baseada na

modificacdo das trilhas condutoras de cromo/ourdA@ com tiol, e o vidro (regido ngap
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entre as trilhas) com silano. Dessa maneira, okltewgma plataforma bastante apropriada a
adsorcao protéica. Esse processo € discutido casndmtalhes nas sec¢des seguintes.

4.2.1 Preparacao das solucdes de biomoléculas.

Para andlises de espectroscopia na regido do ialat@vvisivel, UV-VIS, foram
preparadas solucdes de 3,5 uM de8THRBD e solu¢cdes 100,0 uM para os HTs e analogos,
todos em solugéo-tampéo 20 mM Hepes pH 8,0, 50 rall ¥ 5% glicerol.

Nas andlises espectroscopicas, oOpticas, morfoldgicaelétricas foram utilizadas
solugcbes de TRL-LBD na concentracédo de 8,81, em solucédo-tampédo 20 mM Hepes pH
8,0, 50 mM NaCl e 5% glicerol. A esta solucéo fdiceonado 1 mM de DTT. O DTT € um
forte agente redutor capaz de manter a cadeiagmpbigica aberta, por meio do rompimento
das pontes dissulfeto que se formam nas protédnaguito € deixar a cadeia protéica aberta,
permitindo que se torne mais vulneravel a ligagém o ligante. Apos a adicdo de DTT, a
solucéo foi centrifugada a 10 °C, durante 10 mi® 800 rpm. As solucdes contendo os HTs
e anélogos sintéticos foram preparadas a partalideotas-estoque. Estas solugdes foram
diluidas em solug¢do-tampao 20 mM Hepes pH 8,0, BDOMaCl e 5% glicerol até atingir
concentracoes de 2,5 nM, 50,0 nM, 500,0 nM e 10810

Nos experimentos de SPR, foram utilizadas solutdiepdo previamente degasadas.
Para isso, a solugcao-tampao 20 mM Hepes pH 8,NMINaCl e 5% glicerol foi transferida
para um kitassato acoplado a um sistema de vaate.sistema ficou em ultrassom durante
cerca de 12 min ou até observar-se a auséncia dehwolhas na solucdo. Esta solugéo-
tampéao degasada foi utilizada no canal do anadaanal de referéncia dos experimentos de

SPR e na preparacao das soluc¢des dos analitos.
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4.2.2 Modificacdo dos eletrodos interdigitados com SAMs.

As medidas de deteccéo foram realizadas utilizaedeletrodos interdigitados, com
trilhas de Cr/Au depositadas sobre vidro. Uma riiggto esquematica dos eletrodos €
mostrada na Figura 14. O eletrodo contém 80 pardsildas com distancia de 20 um entre

trilhas.

38 mm Bl

Figura 14. llustracdo das caracteristicas fisicas do eletintrdigitado utilizado para as medidas de
impedancia elétrica. Nesta figura, estdo destacadasdimensdes do sistema. Este
dispositivo também foi usado para as medidas véltacas.

O eletrodo interdigitado foi utilizado para as mded de impedancia elétrica. A
superficie do eletrodo foi funcionalizada primeigrte com silano (Figura 18) Para isso, o
solvente utilizado para a reacédo de silanizacaccdonposto de 80 % hexadecano, 12 %
tetracloreto de carbono e 8 % cloroférmio. O silfsigapidamente adicionado a esta mistura
para evitar exposicdo ao ar, e ndo polimerizar.sAptersao na mistura, os eletrodos foram

lavados em cloroférmio sob ultrassom, em triplicatdim de remover o excesso de silano
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gue néo interagiu com a superficie do substratoséguida, os substratos foram lavados com
agua ultrapura e secos sob fluxo de nitrogénjo(¥ substratos silanizados foram reservados
durante 24 h para concluir o processo de funcipagéio.

A SAM de tiol foi obtida por imersdo dos eletrodwgerdigitados em solucao
etandlica de 11-AMU, na concentracdo de 1,0 mMamber 12 h. Em seguida, o eletrodo foi
removido da solug&o de tiol, enxaguado com etgrayb(remoc¢éo das moléculas fisicamente
adsorvidas) e em seguida com agua ultr&puasecagem foi realizada sob fluxo brando de

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

A
CH3(CH2)150H2 —“SiH3

W
HS OH

Figura 15. Estruturas moleculares de (A) Octadecilsilano el(BAMU.

As SAMs estdo representadas de forma esquemati¢agara 16, a fim de melhor
elucidar o sistema de monocamadas no eletrodadigiixdo. Como descrito, as SAMs de
silano estdo localizadas entre as trilhas de arquanto que as SAMs de tiol podem estar

localizadas em toda a area superficial de ouro.
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Substrato de Vidro
Trilhas Cr/Au
Sy

Eletrodo Q AN ModnocTarT;ada
Interdigitado eTio

—> Monocamada de Silano

Figura 16. Representacdo esquematica para o0 estudo de irdgeraedeptor-ligante a partir da
funcionalizacéo multipla do eletrodo interdigitasam silano e tiol.

O sistema biossensor foi preparado a partir desteidnalizacdo “silatiol”, onde a
solugéo 8,6 uM de TR-LBD foi depositada viaastingsobre as SAMs de silano e tiol, com
tempo de deposicdo de 1 h. Em seguida, o eletradaligitado foi enxaguado com solucéo-

tampao, depois com 4gua ultrapura e entdo sedorantio fluxo de M

4.2.3 Funcionalizagdo das laminas de vidro.

Para os estudos de caracterizagdo espectroscopivarfeldgica, foram utilizados
laminas de vidro metalizadas com Cr/Au, posterioti@duncionalizadas com uma SAM de
tiol, de maneira a simular o filme obtido nos edts interdigitados. E importante ressaltar
que esse procedimento foi necessario, pela imphdade de caracterizacdo das
multicamadas diretamente nos eletrodos, devidoasreduzidas dimensdes.

As laminas de vidro foram pré-recobertas com 30dencromo para promover a
eficiente ades&do de ouro, e em seguida recobestas7©0 nm de ouro. Ambos 0s metais
foram depositados por evaporacdo com cadinho didaéolio a 18 Torr.

O substrato funcionalizado para os estudos de SPReketrodo contendo grupos

COOH, produzido pelo fabricante ICX Nomadics.
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4.3 Teécnicas de caracterizacao e deteccéo

4.3.1 Espectroscopia na regido do ultravioleta- visivelV-VIS)

Espectroscopia no UV-VIS foi utilizada para aveagugualitativamente a regido de
absorcao das espécies biolégicas em solucéo. ikpadd um equipamento Hitachi, modelo
U2001.

4.3.2 Medidas voltamétricas

Medidas de voltametria foram utilizadas para imfsobre a eficiéncia do processo de
funcionalizacdo dos eletrodos. Foi utilizada umia ce vidro de borosilicato de 25,0 mL e
tampa de TefloR a qual contém orificios de encaixe para trésasles e para a desaeracéo
com N.. Todos os voltamogramas foram coletados com AglAsgiurado com KCI) sendo o
eletrodo referéncia, um eletrodo de platina conmtreeeletrodo e o eletrodo interdigitado,
contendo a monocamada de tiol, utilizado como adetrde trabalho. Como eletrdlito foi
utilizada uma solucdo &cida de 4,0 mmdlde KiJFe(CN)].3H,O, preparada com &gua
ultrapura imediatamente antes do uso. Durante asdag o potencial foi variado de -100 a
700 mV. Foram coletados voltamogramas antes e slelaofuncionalizacdo dos eletrodos. A
diminuicdo da corrente de oxidacdo mostrou que [Eerficie metalica do eletrodo foi
bloqueada pela SAM. Foi utilizado um equipamenteipciostato /galvanostato PGSTAT302
da AutoLalf.

4.3.3 Deteccdo dos HTs utilizando-se Espectroscopia de pedancia Elétrica (EIS,
Electrical | mpedance Spectroscopy)

A técnica de espectroscopia de impedéancia elé&naoaiste na analise da impedancia

de uma amostra em funcdo da frequéncia de um Ai@ahplicado. A resposta elétrica
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(principalmente a capacitancia) dos eletrodos digéados foi analisada em uma faixa de
frequéncia de 50 Hz a 10 KHz, utilizando-se um pauiento Solartron Sl 1260.

Para as medidas de deteccao, foram utilizadossisésmas diferentes, a saber, i)
eletrodo interdigitado sem modificacdo e sem filonganico (eletrodo limpo), ii) eletrodo
contendo SAMs de silano e tiol (eletrosiatiol) e iii) eletrodo funcionalizado com “silatiol”
contendo o TR1-LBD imobilizado (denominado eletrodbiossensor A ideia € a
investigacdo da eficiéncia dos trés sistemas recci@d e separacdo dos HTs, e melhorar a
eficacia do sistema de deteccdo combinando-sedus dios trés eletrodos.

As medidas de capacitancia foram realizadas comleisodos imersos em solucéo-
tampéao, e em solugao-tampao contendo os analitoB4TIRIAC e GC-1, nas concentragdes
de 2,5 nM, 50,0 nM, 500,0 nM e 50,0 uM. Os dadoanfocoletados a temperatura de 18 °C.
Antes de cada medida, esperou-se um tempo de 26omiros eletrodos imersos nas solucdes

de analitos, para estabilizacdo do sinal.

4.3.4 Espectroscopia na regiao do Infravermelho (FTIR,Fourier Transform Infrared
Spectroscopy) modo reflexédo

Espectroscopia de FTIR no modo de reflexdo foizatila para o estudo da interacao
quimica entre as monocamadas do filme utilizandoegmpamento Nicolet 470 Nexus. Os
dados foram coletados de 3500 a 800 @mm 200 varreduras.

Os substratos utilizados eram compostos por landeagidro recobertas com ouro,
modificadas com SAM de tiol. Sobre esses substritbsmobilizado o TR1-LBD, de
maneira similar a descrita acima na preparacdo elesodos interdigitados. Foram
investigados também substratos contendo HTs, TRHABC-1, adsorvidos vieasting (por
periodo de 1 h), sobre a camada d¢ IFRBD.

4.3.5 Microscopia de Forgca Atdomica (AFM, Atomic Force Microscopy)

A microscopia de forca atbmica, AFM, é uma técrmigpaz de obter imagens a partir

da interacdo de forcas eletromagnéticas entre fécipsre a ponta de ugantilever(em uma
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escala de comprimento de™fGa 10" m). As amostras analisadas por AFM foram do mesmo
tipo daquelas utilizadas para as analises de FFtR.utilizado um equipamento SPM
Multimode — Nanoscope lll, da Digital Instrumems imagens foram adquiridas utilizando
0 modo intermitente por meio do uso de camtileverde silicio com constante de mola 70

N.m2.

4.3.6 Ressonancia de Plasma de Superficie (SPRirface Plasmon Resonance)

Fenbmenos de superficie podem ser estudados pordaeessonancia de plasma de
superficie. Esta técnica baseia-se nas propriedguems de solugcdes, com monitoramento
da variacdo do indice de refracdo, ocasionado.epemplo, pela ligacdo de uma camada
organica a superficie do metal, podendo ser utidizpara a caracterizacdo de interacdes
biomoleculare¥. Neste estudo foi utilizado um equipamento Sensifitendo um sensor
metalico de ouro. Foi utilizado um sensor funci@zo com acido carboxilico, tipico para
analises biologicas, do tipo COOH, ICX Nomadics.sdtucdes utilizadas foram preparadas
conforme descrito no procedimento experimentalexperimentos de SPR foram conduzidos
a um fluxo de 5,0 pL.mifh com injecbes de 40,0 pL das soluces de TR, dTseus
analogos, a 18C. A solucdo de TRL-LBD foi primeiramente injetada sobre a superfibie

sensor a fim de proporcionar a interface recepiara o estudo de interacdo com os analitos.

4.3.7 Analise das Componentes Principais (PCArincipal Component Analysis)

Para melhorar a visualizacdo dos dados de deteobfidos por medidas de
capacitancia, os dados foram correlacionados s#tatnente utilizando-se a técnica de
Andlise das Componentes Principais (PCA), uma smébkploratéria de dados multivariados.
Nesta analise é possivel reduzir variaveis atral@scritérios objetivos, permitindo a
construcdo de graficos bidimensionais contendo miafiormacéo estatistica que, por sua vez,

possibilita 0 agrupamento entre as amostras dela@mm suas similaridades. O tratamento
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dos dados para a obtencdo dos PCAs foi realizamtoocauxilio dos softwares Pirouétte
MatLab®.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste trabalho, utilizou-se como receptor protéacoegido LBD da molécula do
receptor nuclear humano tireoidiano PR por ser uma regido mais estavel e de facil
manipulacdo. Além disso, para a otimizacdo da ssfeda proteina e sua purificagdo, esta
parte da molécula foi expressa com cauda de sdisihas posicionada antes da hélice H1,
na regiao N-terminal. O sitio de ligacdo da pr@efegido essencial para o desenvolvimento
da atividade da proteina, esta localizado no cemdroegido LBD, sendo que a regido C-
terminal (H12) se “fecha” sobre este sitio apdésgacBo com o ligante. Considerando a
importancia deste requisito para a ligacdo congante, € desejado que o grupo N-terminal
interaja com a SAM de tiol (através da interacds gimpamentos carboxila do tiol e amino

da proteina).

5.1 Espectroscopia na regido do ultravioleta-Visivel UV-VIS

Proteinas podem absorver luz em comprimentos da oachcteristicos, em torno de
280 nm, correspondente aos residuos triptofano),(Tirpsina (Tyr) e, fenilalanina (PHE)
Foram avaliadas as soluc¢des de tampao puro, sobagdendo TR1-LBD na concentracdo
3,5uM e solugbes contendo os HTs e analogos, separatianael0uM cada solucéo. Os
espectros de absorcéo estdo apresentados na Erlgukdanda em 280 nm indica a presenca
de uma espécie protéica, neste caso, a regido I0BIRAL, referente a absor¢ado dos residuos
de amino&cidos. Compostos contendo acidos e anpddem apresentar absor¢cdo em
comprimentos de ondas superiores a 300 nm, emddassde media intensidade. Além disso,
bandas de média intensidade situadas em compriméetanda superiores a 200 nm sao
indicativas da presenca de sistemas aromaticodrands que os HTs e analogos absorvem
na regido entre 250 e 350 nm. A presenca de untitsurtt® hidroxila no anel aromatico pode
ocasionar absorcdo em aproximadamente 270 nm, otajubém esta relacionado as

estruturas destas moléculas hormdiais



75

2.0
Tampéo
1 — GC-1100pM
T3 100 uM
1.51 ‘ —— T4 100 pM
. —— TRIAC 100 pM
'S 1 TRB1 LBD 3,5 uM
3
O
5 1.0
0
QO
< -1
0.5
\\b;
0.0 . . . . . .

T T T T T
300 350 400 450 500

Comprimento de Onda (nm)

T
250

Figura 17. Espectros de absorcéo para solugées ¢4 TIBD 3,5uM, dos horménios tireoidianos T3,
T4, e dos analogos sintéticos TRIAC e GC-1, todb8GuM.

Pela Figura 17, é possivel observar um ombro adme&a cerca de 280 nm, referente
a absorcdo da proteina. O horménio T3 e o analogétiso TRIAC, por terem estruturas
moleculares similares, apresentaram as bandasstecab similares, por volta de 290 nm.
Esta absorcdo é devida a transigéio’>. O hormonio T4 apresenta banda de absorcdo em
maiores comprimentos de onda, em torno de 340 mis, @OSSuUi um numero maior de
atomos de iodo em sua estrutura, conforme ilustpaeeiamente na Figura 130s atomos de
iodo contém elétrons nao ligantesapazes de interagir com os elétrargo anel aromatico.
Estas interagfes acarretam um efeito aparentetalgilizsr o estado excitado destes elétrons,
com consequente diminuicdo de energia, resultandara deslocamento batocrémico, ou
seja, para maiores comprimentos de onda.

O GC-1 apresentou banda de absorgcéo centrada emn276om um deslocamento
para menores comprimentos de onda em relagéo awssdkgantes. Tal deslocamento pode
ter ocorrido devido a auséncia de atomos de iodewanestrutura molecular, e da auséncia de
oxigénio conectando os anéis aromaticos, onde e#o®fde transicdo eletrbnica sao

majoritariamente direcionados pelos elétrom®s anéis aromaticos.
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Como os horménios possuem anéis aromaticos em estasturas, geralmente
apresentam bandas intensas e bem definidas, d@sdperposicdo de transicdes eletrbnicas
com as transi¢des vibracionais. No entanto, a pgasde substituintes e do solvente aquoso
minimizou este efeito, reduzindo as estruturassfieaproduzindo bandas mais largas
conforme observadas na Figura 17.

Uma das limitacbes da analise de absorcdo ele&rdéc materiais bioldgicos € a
necessidade de se trabalhar em solvente, que gertalré constituido de agua tamponada a
um pH préximo de 7,0, contendo quantidades sufiegere eletrolitos para simular as
condicdesin vivo. Este fator pode influenciar na analise espedbmisa porque a agua e
muitos tampdes bioldgicos absorvem na regidao de20@hm.

5.2 Medidas eletroquimicas

Devido a espessura extremamente reduzida das SAMal @ silano adsorvidas sobre
os eletrodos interdigitados, sua posterior caraetgdio através de medidas espectroscopicas é
bastante limitada. Dessa maneira, medidas de veltenticlica foram realizadas como uma
maneira indireta de monitorar a adsorcao da cardad#ol sobre as trilhas do eletrodo. A
ideia é que apds a adsorcédo, ocorre a passivagddldas, e o sinal da corrente referente aos
processos redox é diminuido, dependendo da extetw&camada bloqueadora sobre as
trilhas. Para monitorar a adsorcao do tiol sobré&ims dos eletrodos, foram realizadas as
medidas de voltametria antes e depois da adsarggmesenca de uma solucao eletrolitica de
4,0 mM de (K[Fe(CN)].3H20). O meio acido em pH 3 foi escolhido para eatacorréncia
de interacdes eletrostaticas entre a SAM e a espeddx [Fe(CNJ*.

Os voltamogramas para o eletrodo interdigitado saetelepois da imobilizacdo da
SAM de 11-AMU sao mostrados na Figura 18. Para m@dé@meza, apenas a parte referente a
oxidagéo € mostrada.
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Figura 18. Voltamogramas ciclicos de segunda varredura docesso de oxidacdo resultantes do
eletrodo interdigitado na (—) auséncia de SAM €-nd presenca de SAM 1,0 mM de 11-
AMU.

Como pode ser observado, o perfil voltamétricadalypara o eletrodo interdigitado na
auséncia de SAM esta condizente com um mecanisnteadsferéncia eletrbnica entre as
trilhas de ouro do eletrodo e as espécies redmeptes na solucio Porém, apds a adsor¢éo
da SAM formada pelo tiol 11-AMU, o processo de axi@lo € diminuido, confirmando o
processo de adsorgédo, e a existéncia de uma moadaade tiol. O fato de n&o ter sido
observado a completa extingdo do sinal de oxidagite estar relacionado a defeitos na
formacdo da monocamada de tiol, ou, mais provavekné néo adsorcdo de tiol na regiao

lateral da trilha, logo acima do vidro, que € dao.
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5.3 Espectroscopia na regido do Infravermelho com Trarfermada de Fourier -
FTIR

O espectro de infravermelho pode ser utilizado maidentificacdo de moléculas,
como uma impressdo digifdl Os amino&cidos, constituintes das proteinastesmicomo
ions dipolares (também chamadnsitteriong, pois contém um grupo basico (-jH um
grupo &cido (-COOHY. Logo, estes compostos exibem espectros contesmbicacdes de
grupos carboxilatos e aminas priméarias. Amino&cigoslem apresentar vibracdes de
estiramentos Ngi, deformacgdes angulares N-H (assimétrica/simétacegtiramentos COO
(assimétrico/simétrico). Grupamentos também impéeta para o estudo espectral das
proteinas sdo as amidas. As bandas de amida, galimgnte amidas primarias, podem
contribuir de maneira essencial para a informacé&outeral contida nas bandas de
infravermelhd’. Estas informagées s&o Uteis para o estudo degddes de proteinas, pois o
aparecimento e desaparecimento das bandas, assim aovariacdo de intensidade e
deslocamento podem fornecer informacdes relevanates o entendimento de fenbmenos de
interesse.

No sistema receptor-ligante utilizado neste tramaforam coletados espectros de
infravermelho no modo de reflexdo. Os espectra®fliectancia podem fornecer informacoes
tanto qualitativas quanto quantitativas. Para dstbalho, o estudo € essencialmente
gualitativo em virtude da dificuldade da analisegwa das interacbes receptor-ligante,
resultantes do aparecimento e deslocamento dasdbaod grupos presentes nas moléculas
avaliadas, como sera exposto a seguir. E importaxeiecionar novamente que os filmes
adsorvidos sao extremamente finos, dai a dificédad se obter espectros com boa relagcéo
sinal/ruido.

Na Figura 19 é possivel observar as bandas dexd@efldos espectros referentes a
SAM de tiol sobre o substrato de vidro recobertm curo (AuSH), a monocamada deflR
LBD diretamente sobre a superficie de ouro (AuTR)reonocamada de PR-LBD sobre a
SAM de tiol (AuSHTR). Nesta figura estdo destacaalgamas bandas, as quais também séo
descritas na Tabela 1. No espectro AuSH é posshadrvar que ndo ocorrem bandas de
grande intensidade, o que é coerente com a litafaffi Para compostos contendo o
grupamento S-H, as fracas reflexdes podem ocome2%90 - 2540 cih O grupo metileno
ligado ao atomo de enxofre (@8) pode originar bandas, também de fraca intedsjda

referentes a estiramentos simétricos (2878 - 284§ e assimétricos (2948 - 2922 e
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também a deformagdes angulares (1435 - 1410).cPara o espectro de AuTR, foram
observadas as bandas caracteristicas de amid&sidaas de aminoacidos que compdem a
regido protéica LBD de TR, conforme destacadas na Figura 19. Geralrfferaenidas
primarias e secundarias apresentam bandas larfpaentes as reflexdes C=0 na faixa de
1640 - 1620 cil. Desta forma, pode ocorrer sobreposic@wétlag) das bandas referentes a
este grupamento juntamente com deformacgfes angllake neste caso, em torno de 1800
cm®. Estiramentos N-H sdo observados por volta de 3#i@5 os quais também foram

destacados, juntamente com estiramentos C-N em 120D cni-

AuSH

7 7
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Figura 19. Espectros de infravermelho referentes a: SAMialesbbre o substrato de vidro recoberto
com ouro (AUSH); regidao LBD da molécula de flIRsobre substrato de vidro recoberto
com ouro (AuUTR) e SAM de tiol sobre o substratovitleo recoberto com ouro contendo
TRB1 LBD imobilizada sobre esta (AUSHTR).

A imobilizacdo de TR1-LBD foi realizada como ilustrado na Figura 16,seja, apos
a preparacdo do substrato com a SAM de tiol (11-AMlna solucdo da proteina foi
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depositada sobre o substrato pasting (durante 1 h). O espectro de FTIR oriundo desta
imobilizacdo € o AuSHTR, mostrado na Figura 19. garando-se 0s espectros da regido
LBD-TRB1 imobilizados diretamente sobre a superficie deo AUTR) e sobre ouro
funcionalizado com tiol (AUSHTR), foi possivel ctatar variacdes nas intensidades dos
sinais vibracionais, além da maior definicdo noregiemento das bandas referentes as
interacdes intra e intermoleculares.

Ainda para o espectro de AuTR, foi possivel obseovaaparecimento de bandas
caracteristicas de estiramentos C-H na regigo 86 32600 cni, as quais ndo tiveram as
mesmas intensidades no espectro de AuSHTR. Issoeoem funcdo da quantidade de
material que interagiu com a superficie do sulstratadsorcédo da regido LBD da proteina
TRB1 € maior na auséncia da monocamada de tiol, umajwe ha maior quantidade de
atomos de Au disponiveis na superficie do substrasponsaveis pelas interacées nao
especificas com a proteina. Estas interacfes aesutla atracdo entre residuos de
aminoacidos contendo atomos de enxofre, e os atdmosiro presentes no substrato. Com a
funcionalizacdo da superficie, a molécula dg¢THRBD, embora aparentemente interaja com
menor intensidade com o substrato, interage fom&meom a SAM de tiol, 0 que ocorre
preferencialmente pela cauda de histidina, comropog carboxilicos do tiol. Esse efeito
possivelmente confere & molécula uma orientacathamrado o acesso do ligante ao sitio
ativo da proteina. Além disso, a funcionalizacdmimiza as interagfes né&o-especificas,
aumentando a seletividade nas medidas de deteogddTs, como sera discutido adiante.

Dentre as bandas de maior intensidade para a maoit®iobilizada, cabe ressaltar a
sobreposicdo de bandas ocorrida na regiéo ent@e 2000 crif, e também os estiramentos
C-N das amidas em torno de 1500crAs diferencas dos espectros referentes a reddip L
de TR31 ancorado sobre ouro, ou sobre a monocamada Idpotiem indicar diferencas
conformacionais da biomolécula ancorada.

A analise da Figura 19 revela ainda um deslocameatobanda atribuida aos
estiramentos C-N. Essa banda, localizada em cerd®@D crit para AuTR, parece deslocar
para 1400 ci no AuSHTR, indicando o efeito que a SAM de ticte sobre a estrutura da
proteina. Também para o espectro de AUTR a bareleenée aos estiramentos N-H aparece
em aproximadamente 3380 ¢nsendo suprimida no espectro de AUSHTR. Esta teafstica
também é observada para as bandas na regido &fife e23000 ci resultantes dos
estiramentos C-H, que apresentam menor intensiga@spectro de AUSHTR em relagcéo ao
AUTR.
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Os espectros contendo os ligantes especificos\adgsrsobre a superficie de fR
LBD estdo apresentados na Figura 20. Estes sistEmaan designados como AuSHTRTS3,
AuSHTRT4, AUSHTRTRIAC e AuSHTRGC-1, dependendo igarite que interagiu com a
camada receptora de FRLBD. Os espectros de reflexdo obtidos para esgtemas nao
possuem boa relacdo sinal/ruido, impossibilitandea uanalise mais precisa acerca da
natureza das interacdes envolvidas.

Os espectros do receptor nuclearfTRBD (AuSHTR) imobilizado, e aqueles
contendo os ligantes especificos adsorvidos, peamitanalisar diferencas de reflexdo de
radiagao indicando a interacdo receptor-ligante. e@sramentos N-H exibem reflexdes
referentes a deformagdes angulares N-H entre 156@@cnT, de intensidade média a forte,
para aminas e amidas primarias, ou entre 1490 @ @58, de intensidade fraca a ausente
para aminas e amidas secundarias. Estas banda$onadio observadas claramente nos
espectros da Figura 20, provavelmente por seremnsdps pela banda em 1560 ¢rde
anéis aromaticos dos HTs e dos analogos TRIAC d GC-

A regigo em torno de 1700 Enapresenta varias bandas, as quais estdo destaeadas
Figura 20 como sobreposicdo das deformacdes apguMyH e estiramentos C=0, tipicos
dos aminoacidos. Ressalta-se que o grupo C=0 estkenie também nas moléculas de
ligantes, nos grupos carboxila. Para os filmeseaaid os ligantes, um leve deslocamento
para maiores niameros de onda sédo observados ar@,0quando comparado ao espectro de
AUSHTR. Para este Gltimo, foi evidenciada na fiqutzanda localizada em 1680 tna qual
equivale a, aproximadamente, 1700 - 1710*ams espectros contendo os ligantes. Este
deslocamento é outro indicio da interacdo dos HT®s andlogos sintéticos a molécula
receptora TIR1.
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Figura 20. Espectros de infravermelho para os filmes nanaesados contendo TR-LBD
(adsorvidos sobre monocamada de tiol), novameungtrado, e apds interagir com HTs:
Legenda: AuSHTR - superficie de ouro e monocamaraiadl contendo TR1-LBD
imobilizado, AUSHTRT3 — AuSHTR contendo o ligant8, TAUSHTRT4 — AuSHTR
contendo o ligante T4, AuSHTRTRIAC — AuSHTR contend ligante TRIAC e
AUSHTRGC-1 — AuSHTR contendo o ligante GC-1.

Outro indicio da presenca das moléculas de ligaatesorvidas sobre a camada
biorreceptora, e talvez o mais importante para @sédise, é a regido em 3100t qual é
caracteristica de estiramentos C-H originados pelaacdes tipicas de anel aromatico. Esta
regido aparece bastante diferenciada quando codgpamespectro de AUSHTR, na auséncia
dos HTs e dos analogos sintéticos. Vale ressdhldaajue para os filmes contendo os HTs
T3 e T4 ocorre um aumento da intensidade da bamda7€0 cnt referente aos grupos OH,

gue podem ser oriundos tanto dos grupos fendlicts ligante), quanto dos grupos
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carboxilicos (dos ligantes ou da proteina). A Takklsumariza as bandas de reflexdo dos

compostos analisados, juntamente com suas respeetivbuicoes.

Tabela 1 Atribuicdo proposta para as bandas referenteSAMds de AuTR, AuSH, AuSHTR,
AUSHTRT3, AUSHTRT4 e AUSHTRTRIAE™

NGmero de Onda (cn) Atribuicao proposta das bandas
3600 Estiramentos de O-H de alcool, pertencente@ogenol,
sobrepostos com estiramentos O-H de acido
3475 Estiramentos do grupo N-H
3100 Estiramentos C-H de anel aromatico
3050 — 2600 Estiramentos C-H
2948 - 2922 Estiramentos assimétricos do grupg-&H
2878 - 2846 Estiramentos simétricos do grupe-SH
1700 — 2000 Sobreposicdo de bandas referentes fleaxdes C=0
(1.640 - 1.620 cf) com deformacdes angulares N-H,
(1.800 cnt)
1600 - 1450 e 690 - 800  Estiramentos C=C de cotop@somaticos
1500 Estiramentos C-N
1435 - 1410 Deformacgdes angulares do grupe-&H

1420 e 1300 - 1200 Estiramentos de C-O devido alo&acicarboxilicos
resultantes do acoplamento da deformacéo angular no
plano da ligacdo O-H e a deformacao axial de C-O
1400-1500 Estiramentos do grupo C-N

Os espectros para o receptor nucleaBIFRBD imobilizado (AUSHTR) e aqueles
contendo os ligantes especificos adsorvidos (AuSFBTRRUSHTRT4, AuSHTRTRIAC e
AuSHTRGC-1) comprovam a presenca do receptor meefilPara o caso dos HTs e dos
analogos sintéticos, a relacdo sinal-ruido dos cts®e ndo foi boa, devido a pequena
guantidade de material adsorvido. Além disso, lax&b para amostras solidas, neste caso um
filme, ndo é um fenbmeno exclusivamente de superficas uma sintese de espalhamento,

transmissao e interacdes de absorcdo da radiac@olurae de filme. A superficie do filme
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também influencia nestes parametros, pois ndo ég@nea, contendo regides orientadas
aleatoriamente, ocasionando a reflexdo da radiegéitodas as direc8@sEstes parametros,
associados a natureza monocamada do filme, ddmoulim estudo mais preciso deste sistema

receptor-ligante, através de espectroscopia de.FTIR

5.4  Microscopia de Forca Atomica - AFM

As amostras utilizadas nos estudos de AFM foransteatios previamente recobertos
com ouro e funcionalizados com o tiol 11-AMU. Aasstuperficies funcionalizadas foram
imobilizadas primeiramente a monocamada d@IFEBD e, em seguida, o ligante. A partir
das imagens, ilustradas na Figura 21, foram eséimad rugosidades de cada monocamada

depositada, apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 Valores de rugosidade para as amostras contendoétmdo de imobilizacdo de
funcionalizacédo de substrato recoberto com ouro.

Amostra Rugosidade (nm)
Au 6,25
AuSH 2,04
AuSHTR 1,56
AUSHTRT3 2,24
AUSHTRT4 2,36
AuUSHTRTRIAC 2,50

Legenda: Au — substrato de vidro recoberto com,0dm&H — superficie de ouro contendo monocamadibe
(11-AMU), AuSHTR - superficie de ouro e monocamdédiol contendo TRL-LBD imobilizado, AUSHTRT3
— AuSHTR contendo o ligante T3, AuSHTRT4 — AuSHTdRtendo o ligante T4 e AUSHTRTRIAC — AuSHTR
contendo o ligante TRIAC.Imagem n&o mostrada.
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Figura 21. Imagens bidimensionais obtidas por AFM das sigies de (A) AuSH, (B) AUSHTR, (C)
AUSHTRTS3, (D) AuSHTRT4 e (E) AUSHTRTRIAC.

N&o foram observadas diferencas de morfologia enseperficie de ouro antes (néo
mostrado) e apds a deposicdo da monocamada dissimise deve ao fato da camada de 11-
AMU ser extremamente fina, que ndo modifica conapheinte a morfologia anterior. Apesar
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de sua pequena espessura, no entanto, a camatlaAfi#Lpode ser identificada por AFM,
através da analise dos valores de rugosidade iifh0dara a camada de 11-AMU), menor que
aguela apresentada apenas pela superficie do @@&r(m). Provavelmente, a monocamada
adsorvida de 11-AMU preenche os espacos vaziosadaada de ouro, diminuindo a
rugosidade superficial.

A imagem contendo TR-LBD imobilizado sobre a monocamada de tiol aprese
alguns globulos de maior intensidade (pontos mares), indicando que houve deposicdo da
proteina, que ndo séo observados no substrato eygmsidéo, este ultimo ilustrado na Figura
21-A (AuSH). Os pontos mais claros e menores, eacde aqueles que constituem as
proteinas, podem ser residuos salinos da solugmita Nas imagens 21-C, 21-D e 21-E,
correspondentes aos ligantes T3, T4 e TRIAC, réisp@tente (adsorvidos a monocamada de
TRB1-LBD) aparecem globulos maiores em relacdo a imagentendo apenas o receptor
tireoidiano (Figura 21-B). A morfologia destes glis assemelha-se a aglomerados,
resultado da interacdo especifica dos hormdnios eomegido de ligagdo do receptor
previamente imobilizado.

No geral, hd o aparecimento de uma morfologia bgérea, associada as adsor¢cdes
das biomoléculas. Observa-se que ha uma diferemgatensidade nos pontos das regifes
claras das imagens, que provavelmente corresporaleimeracdo receptor-ligante. Na
imagem 21-B, referente ao BRLBD imobilizado, as regides claras sdao mais essae
menores. ApOs a adsorcdo dos HTs e do analoge, regfides aparecem maiores, formando
aglomerados. Vale ressaltar que as magnitudesisiaagdes do receptor com os horménios e
o analogo podem ser diferentes, como tem sidoad®apor varios estudos a respeito da
afinidade de ligacdo dos HTs com os TRs, em virtlelsuas estruturas moleculdrés’

Como pbde ser observado na Tabela 2, o valor dssidade da amostra que contém o
TRB1-LBD imobilizado, € menor quando comparado as #&a®scontento os ligantes

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

Sensores baseados em SPR sdo capazes de detsmtagbes moleculares pela
variacdo do indice de refracdo de uma camada dsdirgdo. Neste trabalho, a técnica de
SPR foi utilizada para investigar as interagfes ldds T3 e T4 e dos analogos sintéticos
TRIAC e GC-1 com o receptor PR-LBD. Foi utilizado um sensor de SPR funcionalzad
com COOH, ACX Nomadics, o qual possui moléculas/ipreente imobilizadas contendo
grupos carboxila na superficie. Isso possibilitaaumelhor interacdo entre o sensor e a
molécula de TR1-LBD.

Um fator importante a considerar nas analises d® &P baixo peso molecular das
moléculas dos hormodnios (algumas dezenas de DhaltBete valor é muito baixo quando
comparado ao peso molecular da regido LBD do recepin torno de 29,7 KDa, podendo
afetar a resposta do sensor. Desta forma, é detejaw a concentracdo do receptor seja da
ordem de micromolar, pois este atuar4 como o “@auwf, enquanto as solu¢des posteriores
de horménios a serem introduzidas no sistema dmihecimento atuardo como analitos.
Consequentemente, um experimento com este tipoteia¢ao requer quantidades saturadas
de receptor, auxiliando na obtencdo de uma respettamental satisfatofia

A curva de SPR obtida durante a adsor¢cdao da moramzardo receptor sobre a
superficie carboxilada do sensor (COOHBIR.BD) esta mostrada na Figura 22. E possivel
observar o processo de adsorcao do receptor saaesor através do incremento do sinal de
resposta. Pode ser verificado também que a adsoogdpleta de uma camada defIRLBD
leva cerca de 300 s, onde o sinal atinge saturagdds a adsorgdo, é injetada solucéo-
tampao, e observa-se o processo de dessorcadootasldiulas ndo efetivamente adsorvidas.
Essa dessorcédo é bastante rapida e o sinal estad@linovamente apos certo tempo, voltando
a um novo patamar. Esse sinal residual é indicataveficiéncia da adsorcdo das moléculas
de TR31 sobre a superficie sensora.

Apés a formacdo de uma camada defTHRBD sobre a superficie sensora, foi
analisada a adsorcdo dos HTs sobre essa camadecefgor. Como mencionado, esse
processo nao € de facil visualizacdo em medid&PiR devido ao baixo peso molecular dos

analitos.
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Figura 22. Sensorgrama obtido da injecdo deBTRBD 8,6 LM sobre o sensor funcionalizado COOH,
ACX Nomadic§.

De fato, em um trabalho de reviséo realizado panéla e colaboradores (1999)é
ressaltado que o aumento no indice de refracdoupidm pela adsor¢cdo de moléculas
pequenas pode nao ser suficiente para uma detdicefen Estes autores ainda indicam o uso
de novos ensaios para melhor investigar estasasapdr exemplo, 0s ensaios “sanduiche”,
onde o analito € ligado entre dois anticorpos pimsao anticorpo de captura, e 0 anticorpo
de deteccd8. Esta limitacdo também é mencionada por outrosresit como em Rich e
Myszka (2008¥, os quais analisaram os trabalhos publicados oa@r2007 que envolveram
a aplicacdo em biossensores Opticos.

No presente trabalho, esta limitacdo foi comprovdds experimentos ndo foram
satisfatérios e, embora em alguns casos tivessesseapado variacdes no sinal de resposta,
esse sinal era provavelmente devido a agregacabltespois eram de grande intensidade,
incompativel com uma variacdo no sinal causada gatarcdo de HTs em relagdo a seus
receptores imobilizados. Um exemplo esta ilustraad-igura 23, referente aos sensorgramas
obtidos para o sistema com T3, com 0s quais fofatidas os melhores resultados. Ressalta-
se que apesar de ndo ser possivel inferir sob&mne#os cinéticos a partir dessas medidas,
pelas limitacdes discutidas acima, os graficos podervir para ilustrar o tempo necessario

para o sistema atingir saturacdo. E possivel ohservassociacido entre as moléculas de
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TRB1-LBD e a superficie do sensor, pela variacdo deisdice de refracdo, ao longo do
tempo. O formato das injecdes 2 e 3, no entarttastante diferente daquele observado para a
injecdo 4 (50 uM). Tanto para as injecOes 2 e Brircipalmente para a injecdo 4, nao €
esperada uma variacao tdo grande do sinal de taspogual, muito provavelmente é devida
a agregacdo dos HTs na superficie do eletrodo. ddlalé contendo anéis arométicos sao
frequentemente auto-organizadas atraves de inesac®esta forma, pode haver este efeito
de interagdo entre as moléculas de hormdnio, ass g#® compostas por dois anéis
aromaéticos e alguns substituintes reativos, cordo, ibidroxila e carboxif&®Vvale ressaltar

gue podem ocorrer também interacdes ndo especificas
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Figura 23. Sensorgrama obtido pela analise das soluc6es6dgeN TR31-LBD e das solucfes 50,0
nM, 500,0 nM e 50,0 uM de T3 na superficie do senso

Devido a possivel agregacdo dos HTs na superfioge stnsores, ndo foram
realizados ajustes nas curvas para obtencdo dengtaod& cinéticos, como constantes de
associacdo (¥ e dissociacdo (¥ Contudo, vale mencionar alguns estudos repostado
recentemente, acerca desses parametros. Por exehyer e colaboradores (2083)
investigaram a cinética de ligacdo de T3 a duasesd_-BD deste mesmo receptor, Ala 317
Thr e Arg 316 His. Foi observado valores de ligagdatre os dois tipos de FRLBD [Ala
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317 Thr e Arg 316 His, com valores a 4,0 °C de tmories de dissociacdo de equilibrio
aparente K, 4,7 (+0,9) x 10 e 2,0 (20,3) x 18, respectivamente] e o horménio T3 menores
guando comparados a ligacdo entre este mesmo hiormdn molécula nativa de PR, o

qual possui I§ no valor de 5,7 (+5,0) x 10.

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

A funcionalizagdo multipla dos eletrodos interdidivs, realizada nesse trabalho, teve
por objetivo promover uma melhor ancoragem das cutdé protéicas sobre os eletrodos.
SAMs de silanos e ti6t8 de cadeias longas (com doze ou mais carbonosjforom meio
isolante separando o receptor da superficie matatinimizando a transferéncia eletrénica
na interface eletrodo/SAM/solucdo de analito (nthéétrico). Medidas de espectroscopia de
impedancia elétrica foram realizadas para os hoisdI3 e T4 e para os analogos sintéticos
TRIAC e GC-1. Nesse caso, nenhuma modelagem acesgarametros envolvidos na
resposta elétrica dos eletrodos foi realizada.t@itonprimario deste estudo foi de avaliar as
mudangas causadas nas curvas de capacitancia A€letosdos, em funcdo do tipo de
solugcédo de HTs utilizada como analito. O interesseavaliar os efeitos destes analogos na
camada biorreceptora estad relacionado ao poteneralpéutico destas moléculas nas
disfuncbes enddcrinas, como abordado anteriornmentevisao da literatura.

Foram analisados simultaneamente trés sistemarmiés, similar ao reportado por
Zucolotto e colaboradores (208%)ou seja, foram avaliadas as respostas elétrieasm
mesmo eletrodo em trés situacdes: eletrodo limptroelo contendo as SAMs de silano e de
tiol (“silatiol”) e o eletrodo contendo TR-LBD imobilizado (eletrodo biossensor). Todos os
eletrodos foram imersos nas solucbes de HTs, deACRé de GC-1 a diferentes
concentragbes, seguido da coleta dos valores dacitapcia na faixa de frequéncia
mencionada na secdo experimental. Os dados deitéayg# foram analisados utilizando-se
PCA, e os resultados e as discussdes sobre a dag@cile deteccdo dos eletrodos seréo
descritas considerando-se os graficos desta an@liseo ilustracdo, no entanto, a Figura 24
mostra uma curva tipica de capacitan@drequéncia para o horménio T4, considerando-se
0s trés eletrodos utilizados.
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Figura 24. Curvas de capacitancia obtidas pela imersdo léa®a@os (A) limpo, (B) contendo SAMs
de silano e tiol - “silatiol” e (C) biossensor eaig;6es de diferentes concentracdes de T4.
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Pela analise da Figura 24 é possivel observar quee @ eletrodo limpo, ha uma
variacao do sinal da capacitancia quando este Bsaneen solucdo-tampao. Contudo, ndo séo
observadas variacoes significativas para as sa@dugéelr4 a diferentes concentracdes. Este
efeito evidencia que o eletrodo limpo (sem nenhulmef organico) diferencia entre a
solucdo-tampdo e as demais solugdes, mas ndo & dapdistinguir entre as diferentes
concentracbes do analito. Quando o eletrodo coatersd SAMs é utilizado (“silatiol”),
observa-se uma variacao dos valores da capacitdnciancéo das diferentes concentracdes
de T4. Esta diferenciacdo ja era esperada, justanpefa presenca do filme organico. Nesse
caso, ndo sdo esperadas interacdes especificasoeatralito e a camada de SAM. Para o
eletrodo biossensor, que contém ofIRBD imobilizado, observa-se também uma boa
separacao entre as solucdes utilizadas, principadmam regides de baixa frequéncia, por
volta de 100 Hz. Uma explicacdo para a variacacagacitancia em funcédo da concentracao
do analito no é trividl. Contudo, é sabido que com a adsorcéo das maédelanalito no
material imobilizado no eletrodo, ocorre um regoadnico localizado, que pode alterar a
constante dielétrica localmente, resultando nagad da capacitancia.

Os valores de capacitancia obtidos em funcéo deectracédo dos HTs e dos analogos
sintéticos, para os trés eletrodos, foram tratastdzando-se PCA. A ideia central da
utilizacdo da andlise por PCA é agrupar as vamsaegeirelacionadas, gerando uma nova
classe de variaveis usualmente chamadas Compondhiesipais (PCs, Principal
Componenis As PCs sao resultados de combinacdes lineasesat@veis originais e tém
propriedades importantes na correlacdo destas ve&ia Em uma analise gréafica
bidimensional, as PCs constituem as coordenaddsg, awvariacdo dos dados € maximizada
ao longo dos eixos. Os gréficos gerados coumtputda PCA contém informagfes sobre as
espécies analisadas, permitindo a visibilidade idelasidade, agrupamentos e diferencas
entre os dados. Foram escolhidos dois valoreseg@éncia para explorar a variabilidade dos
dados: 100 Hz e 1 KHz.

Inicialmente foram plotados os graficos deading utilizando-se o software
Pirouett®. Nessa anélise, é possivel observar como os @édstrestdo correlacionados entre
si, a um dado valor de concentracdo, com basear&s/gis consideradas, ou seja, 0s tipos de
eletrodos, os tipos de horménios e as concentra€@egraficos dd.oadingsrelativos a
concentracdo de 50 nM de HTs e anélogos estdoadostnas Figuras 25 A (para 100 Hz) e
25 B (para 1 KHz).
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Figura 25. Gréficos dd_oadingsa (A) 100 Hz e (B) 1 KHz resultantes da analise tés sistemas de
eletrodos: eletrodo limpo, “silatiol” e biossens®ndas as combinacdes séo relativas aos

guatro tipos de hormdnios e analogos, T3, T4, TRAGC-1, na concentracdo de 50 nM.
Tratamento obtido pelo software Pirou@tte

Pelos graficos déoadingsda Figura 25 é possivel avaliar a influéncia ¢go tile

eletrodo na identificacdo e separacdo dos difeseht€s e anélogos sintéticos, para a

concentracdo de 50 nM,

escolhida pela proximidaden cos niveis encontrados

fisiologicamente. Como pode ser verificado, o el#trbiossensor sempre se localiza do lado
esquerdo do grafico, com os pontos agrupados. fagsendo é observado para 0s outros

eletrodos, cujos dados estdo “embaralhados”, o mostra que realmente o eletrodo

biossensor interage de maneira diferente com oseHasalogos, e essa interagdo gera um
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padrdo de resposta bastante caracteristico a isgsma Ou seja, 0 eletrodo biossensor é
fundamental para a andlise e separagdo das amostras

Para melhor visualizar o efeito que cada eletroderoe@ sobre a andlise de
biossensoriamento, foram também estudadas comlesagidarias. Foram analisadas as
combinagdes do eletrodo limpo e “silatiol”, limpdm®ssensor, e “silatiol” e biossensor. Na

Figura 26 estd mostradoLoadingpara a combinacao dos eletrodos limpo e “silapialfa as
frequéncias de 100 Hz e 1 KHz.
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Figura 26. Graficos de_oadingsa (A) 100 Hz e (B) 1 KHz resultantes da andliséiba dos eletrodos
limpo e “silatiol”. Todas as combinagdes sdo rettiaos quatro tipos de hormonios e
analogos, T3, T4, TRIAC e GC-1, bem como suas auragdes, 2,5 nM, 50,0 nM, 500,0
nM e 50,0 pM. Tratamento obtido pelo software Ritt.
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Com pode ser verificado, ndo ocorre uma boa sefpadgs dados para a combinagéo
de eletrodos mostrados na Figura 26, para os étstrmdo especificos para o sistema
receptor-ligante de interesse. A 100 Hz, FiguraA2éste efeito € mais evidenciado, uma vez
gue neste caso ndo € possivel diferenciar-se adatmsns em regides especificas do grafico.

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

As combinagfes contendo o eletrodo de interesssggmnsor) sdo mostradas nas
Figuras 27 e 28.
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Figura 27. Gréaficos dd_oadingsa (A) 100 Hz e (B) 1 KHz resultantes da andlisgiba dos eletrodos
limpo e biossensor. Todas as combinac¢des sdovedatios quatro tipos de hormonios e
analogos, T3, T4, TRIAC e GC-1, bem como suas curegdes, 2,5 nM, 50,0 nM, 500,0
nM e 50,0 pM. Tratamento obtido pelo software Rétte.
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Essas figuras contém dsoadings para as combinacgdes eletrodo limpo-eletrodo
biossensor e eletrodo “silatiol”-eletrodo biossensespectivamente, nas frequéncias de 100
Hz e 1 KHz. De fato, a natureza de cada eletrocmn@rovada pela localizacao definida dos

dados no grafico. Nestas combinacfes binarias wibser claramente que o eletrodo
biossensor é capaz de diferenciar-se em relacadenosis.
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Figura 28. Graficos dd_oadingsa (A) 100 Hz e (B) 1 KHz resultantes da analis&ba dos eletrodos
“silatiol” e biossensor. Todas as combinagfes sfdivas aos quatro tipos de hormoénios e

analogos, T3, T4, TRIAC e GC-1, bem como suas euragdes, 2,5 nM, 50,0 nM, 500,0
nM e 50,0 uM. Tratamento obtido pelo software Rétte.
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De forma geral, como pode ser verificado nas Fgy@iae 28, os pontos referentes ao
eletrodo biossensor aparecem sempre melhor orghksiza separados, a esquerda dos
gréficos. Isto é resultado da ac&o dos ligantegjuass sdo 0s responsaveis pela interacao
especifica com o eletrodo biossensor, classificandie modo a distingui-lo dos demais
eletrodos. Desta forma, combinando os trés elesroctumo previamente ilustrado na Figura
25, ou mesmo de forma binaria (Fig. 26 a 28), déeaia perceptivel é a de que o eletrodo
biossensor adquira certa peculiariedade de distiggdndo comparado aos demais eletrodos.

Além disso, nas combinacdes binarias observa-seagggparacdo entre o eletrodo
biossensor e 0os demais € mais evidenciada na freiquiée 1 KHz.

Uma vez confirmada a influéncia do eletrodo biossemna distingdo entre as
amostras, os dados de capacitancia obtidos paréssletrodos para as frequéncias de 100
Hz e de 1 KHz foram utilizados como sinal de ergrads analises de PCA. Foram utilizados
os dados referentes as concentragcfes de 2,5 n®nbDge 500,0 nM. A Figura 29 ilustra o
grafico de PCA a 100 Hz originado pela analise gigstro ligantes: T3, T4, TRIAC e GC-1
nas concentracfdes acima citadas.

I
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: : : ; + T325nM
: ! ! 4 # T3 50 nM
§ lpssmsace: S s e b O T3500nM
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Figura 29. Gréficos de PCA obtidos a 100 Hz a partir dos alate capacitancia e nas concentragdes

de 2,5 nM, 50,0 nM e 500,0 nM para GC-1, T3, TARIAC. Tratamento obtido pelo
software MatLaB.

Ressalta-se que nao foram utilizados os dados pa@ncentracdo a 50M, pois
quando essa concentracdo era utilizada na andfisegra possivel observar separagédo entre
os dados (os dados mantinham-se “embaralhadoplohdo PCA). Uma possivel explicacao
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para esse fato € de que a concentracao @®5® muito alta, o que satura os sitios de ligacéo
da camada biorreceptora, levando a dados incosreftefato de nao utilizacdo dessa
concentracdo de 50M, contudo, ndo é preocupante, uma vez que emreEst® amostras
fisioldgicas reais, os HTs nunca estardo presemiesoncentracdes tdo altas.

Pela analise da Figura 29, observa-se que mesmautiegrar a concentragdo de 50
MM, os dados podem ser apenas parcialmente sepa@lesrva-se uma boa separagéo para
os HTs T3 e T4, que se localizam elastersseparados dos outros dados, como evidenciado
nesta figura. Contudo, para TRIAC e GC-1, ndo hduwa separacdo. Ou seja, quando o0s
dados referentes ao analogo sintético GC-1 sdadustno mesmo grafico, ocorre pouca
diferenciacdo entre este e os dados oriundos dmémio TRIAC. Este é um resultado
positivo acerca da interacdo de flRcom os hormonios T3 e T4, afinal estes sao os doi
metabalitos naturais de maior interesse neste ll@p@ois variagbes nos niveis normais
destes dois HTs podem acarretar sérias disfungdesganismo humano.

Esta tendéncia pode ser observada também a fregqundé KHz, conforme ilustra a
Figura 30. Porém, neste caso, houve maior embanalita de dados, ndo sendo observada
separacao entre o T4, TRIAC e GC-1. Apenas o haom®8 apresentou 6tima distincao

entre os demais ligantes, reforcando sua caraatarte separacao para este sistema.
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Figura 30. Graficos de PCA obtidos a 1 KHz a partir dos valate capacitancia e nas concentracfes
de 2,5 nM, 50,0 nM e 500,0 nM para GC-1, T3, TARIAC. Tratamento obtido pelo
software MatLaB.
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Vale ressaltar, de acordo com a Figura 30, queadssdreferentes aos ligantes T4,
TRIAC e GC-1 estéo situados a direita do grafiao, @ntraste com o T3 que em geral
mostra-se a esquerda dos graficos de PCA, no queadrderior. De acordo com 0s eixos
expostos destes graficos de PCA, a localizacaal@dss em relacdo aos quadrantes também
pode ser analisada. A posicédo dos dados nos ggalied®CA também pode ser importante.
Por exemplo, a posicdo de T3 € a mais definidayscdpdos estdo localizados sempre no
quadrante esquerdo, para todos os graficos de Raliados.

Considerando a pouca eficiéncia na separacdo estréiTs e analogos, como
mostrado acima, as analises foram refeitas, naneiasélo anélogo sintético GC-1. Esta
deciséo foi baseada no fato de que este analogeé paesente em fluidos biolégicos e néo
comprometera 0 biossensoriamento de amostras r&ms.acordo com 0 exposto
anteriormente para a concentracdo de 50 uM, foratdas graficos de PCA a partir dos
dados de capacitancia dos trés eletrodos, nasmoac@es de 2,5 nM, 50,0 nM e 500,0 nM,
para os HTs T3, T4 e o analogo TRIAC. Nesse cagant adicionados também os dados
referentes a solucdo-tampéo. Os graficos forandabta 100 Hz e 1 KHz, como mostrados

nas Figuras 31 e 32.
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Figura 31. Graficos de PCA obtidos a 100 Hz a partir dos wadate capacitancia e nas concentracées

de 2,5 nM, 50,0 nM e 500,0 nM para T3, T4 e TRIACatamento obtido pelo software
MatLab".
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Figura 32. Gréaficos de PCA obtidos a 1 KHz a partir dos vadate capacitancia e nas concentracdes

de 2,5 nM, 50,0 nM e 500,0 nM para T3, T4 e TRIA€atamento obtido pelo software
MatLab®.

Torna-se possivel observar nas Figuras 31 e 32s@paracdo bastante satisfatoria
entre os HTs T3, T4 e TRIAC a concentractes narma®)| tanto a 100 Hz, quanto a 1 KHz.
Nota-se ainda que a separacdo entre as diferemmesrtracdes para um dado HT € melhor
visualizada nos graficos a 100 Hz. Outro fator ingode a considerar é a maior separacao
dos dados, tanto em 100 Hz, quanto a 1 KHz, pah@rmoénio T3. Esse fato pode ser
explicado pela alta afinidade desse hormdnio pataacla receptora imobilizada no eletrodo
biossensor (TRL-LBD). Os dados nestas figuras mostram tambénoisgtema é sensivel a
solugéo-tampéo, cujos dados localizaram-se senfastados dos sinais dos hormonios,
mesmo em concentracdes muito baixas como as dakzaqui.

De maneira geral, a separacédo dos dados refemrdediversos HTs deve-se ao fato
desses hormonios interagirem com diferentes irdadss com o receptor, resultando em
variacbes das propriedades dielétricas da camackeptora, 0 que altera o sinal da
capacitancia. Em ambos os graficos a 100 Hz e 1, iisldados referentes aos horménios T4
e TRIAC permaneceram localizados a direita. Pdnarmoénio T3, no entanto, os dados sao
localizados a esquerda. A localizacdo destes dadegresentada nestes graficos
bidimensionais, esta intimamente relacionada areztue magnitude das interacdes dos HTs

com a superficie dos eletrodos. Nota-se que mesan@ giferentes concentracdes, cada



101

analito manteve-se agrupado dentro de skister E importante observar também a
localizacdo dos pontos referentes a solucdo-tamBéo.nenhum momento estes dados
cruzaram com os dos hormonios, mesmo estes sdndiodiem solucdo de mesma natureza.
Em uma concentracdo definida de 50,0 nM (proximaneontrada em amostras
fisiologicas), o sistema de detec¢do apresentoudtima separacdo, com todos os hormonios
bastante separados no grafico de PCA, como mostradédgura 33, para as frequéncias de
100 Hz e 1 KHz. Ressalta-se que, neste caso, fa@msiderados inclusive os dados

referentes ao GC-1, e mesmo assim o sistema fazasseparar e diferenciar entre os HTSs.
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Figura 33. Graficos de PCA obtidos para a concentracdo defidiel 50,0 nM de GC-1, T3, T4 e

TRIAC a frequéncias de (A) 100 Hz e (B) 1 KHz. &raento obtido pelo software
MatLab".

O uso de um intervalo ou valor de concentracamidiefitorna possivel a avaliacéo
tanto dos HTs quanto de seus andlogos. Este fiit@@spletamente relacionado a afinidade
destas moléculas pelo receptorfIR pois estando a mesma concentracdo estas malécula
irdo interagir com TB1 de acordo com sua hatureza estrutural. Como tegfmorna
literatura®*, e discutido anteriormente, a afinidade dos hoiose anélogos pelo receptor é
especifica para cada espécie, logo, os valoresBcitancia obtidos serdo diferentes. Deste
modo, os dados de capacitancia com pouca variagé® $ formaram grupamentos que, por
sua vez, diferenciaram-se de acordo com a natdeeamostra analisada. Estes resultados sao

bastante atraentes para a distincio em uma coac&otrdefinida de solucdo ou,
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possivelmente, a uma faixa proxima de concentraD&sta forma, um estudo quali e/ou
guantitativo pode ser desenvolvido acerca da d&bedgs diferentes hormdnios e analogos.
Novamente, o horménio T3 aparece sempre na payteeta dos graficos de PCA.

De maneira geral, € mostrada a utilizacdo da taahecespectroscopia de impedancia,
mais especificamente, do sinal da capacitanciaetiisodos, a qual é vantajosa e pode ser
aplicada com grande eficiéncia a deteccdo e sdamdgs HTs e analogos sintéticos, em
concentracbes extremamente baixas. Essa capadldadsstingdo baseada nas medidas de

capacitancia é amplificada com o uso das analiseBPA.
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6 CONCLUSOES

O maior desafio para o presente trabalho foi o rdedeimento de um biossensor
capacitivo para a deteccdo de hormonios tireoidi@nanalogos sintéticos, o que é inédito na
literatura, na area de biossensores e diagnéstimecoiar. Para isso foi utilizado uma
arquitetura de filmes ultrafinos contendo um recepuclear TR1-LBD imobilizado sobre
eletrodos interdigitados. Essa nova arquiteturenddilizacdo utilizou SAMs de silano e tiol,

e 0 processo foi investigado passo a passo utilzae diferentes técnicas espectroscopicas e
morfoldgicas.

A etapa de deposicdo das SAMs foi confirmada atraeémedidas de voltametria, na
qual foi observada a diminuicao significativa dareote de oxidacdo de uma espécie redox
pelo eletrodo de ouro, apds a deposicdo das SAMEando o bloqueio, ao menos parcial,
da superficie. Posteriormente, a etapa de imobdizalo TR1-LBD foi comprovada por
meio de espectroscopia de FTIR e pela andlise mgita de AFM. Estas duas técnicas
confirmaram também a presenca dos HTs e dos amsakmwe a camada de fRLBD
imobilizada.

O sistema de biossensoriamento foi desenvolvido lbase nas ligacbes especificas
dos HTs e de andlagos pelo seu receptoB1fIEBD, imobilizado em um eletrodo
interdigitado contendo trilhas de ouro, o qual padaliar a sua capacidade de ligagao por
deteccdo direta. Foram analisadas as variacOegmcitancia dos trés tipos de eletrodos
utilizados (limpo, “silatiol” e biossensor) quandoersos em diferentes concentracdes dos
HTs e dos anédlogos sintéticos. Para melhor visagiiz, os dados referentes as medidas de
capacitancia dos eletrodos, a frequéncias definiidaam estatisticamente correlacionados
utilizando-se analise por PCA. Como resultadosanfogerados graficos bidimensionais que
possibilitaram identificar e separar entre os difiées HTs utilizados a concentracfes muito
baixas, proximas a 2,5 nM. Esses resultados coafam a habilidade dos sistemas aqui
desenvolvidos de deteccéo e distingdo dos difesdhiies.

O sistema de deteccdo desenvolvido neste traballmo éecurso potencialmente util
para o biossensoreamento de diversos HTs, e patntesr aplicagcbes em tratamentos
clinicos que envolvem disturbios nos niveis hornwtigeoidianos. Além disso, podera servir
de ferramenta para outros sistemas de reconhearb@itgico, diagndsticos clinicos e até

mesmo descoberta de novas drogas.
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7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Possiveis alternativas podem ser ainda exploraatasgomelhoramento e continuagao
do desenvolvimento do biossensor para deteccdoodmobhios tireoidianos e analogos
sintéticos, como a seguir:

- O uso de um método mais brando para o procedmntensilanizagéo.

- Realizacdo de um estudo detalhado acerca da liram§io das biomoléculas,
utilizando-se técnicas mais sofisticadas e serssigemo elipsometria ou XPS.

- Utilizagdo de novas ferramentas para correlagde dados de capacitancia e
visualizacao dos dados, utilizando-se a faixa cetaple frequéncias.

- Utilizacdo do mesmo principio de deteccéo pateos sistemas receptor-ligante.
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