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RESUMO

LUNA, D.M.N. Desenvolvimento de biossensores eletroquimicos para glicoproteinas de
interesse clinico a partir de filmes mistos de fosfolipidios e lectinas depositados em
substratos solidos. 2015. 136f. Tese (Doutorado). Universidade Federal de Pernambuco,

Recife, Pernambuco, Brasil.

A imobilizacdo de lipidios em substratos so6lidos tem sido amplamente utilizada no
desenvolvimento de biossensores visando a uma alternativa simples e de baixo custo. Dessa
forma, um ambiente favoravel a imobilizacdo de proteinas pode ser criado o que viabiliza a
utilizagcdo destas moléculas como elemento de biorreconhecimento molecular. A finalidade
deste estudo consiste em imobilizar a lectina Concanavalina A, em uma plataforma
nanostruturada contendo moléculas fosfolipidicas a fim de identificar glicoproteinas
presentes no soro contaminado com dengue (DENV-1, DENV-2 e DENV-3). A resposta foi
avaliada por técnicas eletroquimica (Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica [EIE] e
Voltametria Ciclica [VC]) e piezoelétrica (Microbalanca de Cristal de Quartzo [QCM]). O
biossensor eletroquimico apresentou maior resposta para DENV-3 (ARcr = 180%) em
relacdao aos DENV-1 (ARcr = 60%) e DENV-2 (ARct = 80%). Por outro lado, o biossensor
piezoelétrico identificou de forma qualitativa da presenca do DENV. Com o objetivo de
aumentar a especificidade na identificacdo do DENV, quatro imunossensores eletroquimicos
constituidos por camada auto-organizada de cisteina, nanoparticula de ouro e anticorpo
monoclonal (Anti-DENV-1, Anti-DENV-2, Anti-DENV-3 e Anti-DENV-4) foram desenvolvidos
e avaliados ap0s exposicao ao virus da dengue DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4. Os
imunossensores demonstraram eficacia, linearidade e especificidade para todos os sorotipos
analisados. Além disso, técnicas de microscopia de forga atbmica e microscopia eletronica de
varredura caracterizaram satisfatoriamente a imobilizacdo na superficie de todos os

biossensores desenvolvidos.

Palavras-chave: Lectina. Glicoproteina. Dengue. Eletroquimica. Microbalanga de Cristal de

Quartzo.
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ABSTRACT

LUNA, D.M.N. Desenvolvimento de biossensores eletroquimicos para glicoproteinas de
interesse clinico a partir de filmes mistos de fosfolipidios e lectinas depositados em
substratos solidos. 2015. 136f. Tese (Doutorado). Universidade Federal de Pernambuco,

Recife, Pernambuco, Brasil.

Immobilization of lipids on solid substrates has been extensively used in the development of
biosensors, aiming a simple and low-cost alternative. Thus, a favorable environment for
immobilization of proteins can be obtained and these molecules can be used as a molecular
element for biorecognition. The purpose of this study is to conduct the immobilization of the
Concanavalin A lectin on a nanostrutured platform containing phospholipid molecules with
the aim of identify serum infected with dengue virus (DENV-1, DENV-2 and DENV- 3). The
response was evaluated by electrochemical technique (Electrochemical Impedance
Spectroscopy [EIS] and Cyclic Voltammetry [CV]) and piezoelectric technique (Quartz
Crystal Microbalance [QCM]). The electrochemical biosensor showed greater response for
DENV-3 (ARct = 180%) compared to DENV-1 (ARct = 60%) and DENV-2 (ARct = 80%).
Moreover, piezoelectric technique identified qualitatively the presence of DENV. In order to
increase the specificity in the identification of DENV, four electrochemical immunosensors
based on self-organized layer of cysteine, gold nanoparticles and monoclonal antibody (Anti-
DENV-1, Anti-DENV-2, Anti-DENV-3 e Anti-DENV-4) were developed and evaluated after
exposure to dengue virus (DENV- 1, DENV-2, DENV-3 and DENV-4). The immunosensors
demonstrated efficacy, linearity and specificity for all serotypes analyzed. In addition, atomic
force microscopy and scanning electron microscopy techniques, satisfactorily characterized

the immobilization on the surface of all developed biosensors.

Keywords: Lectin. Glycoprotein. Dengue. Electrochemistry. Quartz Crystal Microbalance.
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Capitulo 1



Capitulo 1. Introdugao

1.1. Dengue

A dengue representa um problema de satde publica mundial. Estima-se que 50-
100 milhdes de casos ocorram anualmente e que aproximadamente 40% da populagdo
mundial encontra-se em risco de contrair a infeccio (WHO, 2014). Transmitida
principalmente por mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus, a dengue acomete as
regides tropicais e subtropicais do globo, como demonstrado na figura 1, e os quatro
sorotipos do virus (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4) sdo responsaveis pelas mesmas
manifestacdes clinicas da doenca. Em 2013 foi descoberto um novo sorotipo (DENV-5),
confirmado apds andlise de uma infec¢ao contraida em 2007 na Malasia (MUSTAFA et al.,

2014).

-

Presenca de Dengue

B Alta
Média

Figura 1. Distribuicdo geografica da doenga dengue, 2014 (GUZMAN E HARRIS, 2015).



Desde a década de 80, quando a primeira epidemia por dengue foi evidenciada no
Brasil, o pais apresenta potencial risco. Os sorotipos DENV-1 e DENV-4 tém sido relatados
como prevalentes nas primeiras epidemias, seguido pelo DENV-2, na década de 90, DENV-
3 em 2002 e em 2010/2011 as infecgdes pelo DENV-4 reemergiram no pais (TEMPORAO
et al, 2011; OSANAI et al,, 1983; NOGUEIRA et al., 1999; SIQUEIRA et al.,, 2005). O Brasil
representa aproximadamente 71% das ocorréncias de dengue registrada nas Américas e
a co-circulacdo dos quatro sorotipos no pais, aumenta a probabilidade de infeccao e
contribui para as manifesta¢des mais severas da doenca, dessa forma, o combate a dengue
é considerado prioridade nas politicas publicas de saude (TEIXEIRA et al, 2013; PAHO,

2014).

O virus da dengue pertence a familia Flaviviridae a qual é responsavel por cerca de
70 viroses distribuidas em trés géneros: Hepacivirus, Pestivirus e Flavivirus. Neste tltimo,
existem cerca de 53 espécies responsaveis por infeccdes em humanos, dentre elas, os
virus da febre amarela, da encefalite japonesa, da encefalite transmitida por carrapatos,
do Oeste do Nilo, da encefalite de Saint Louis e da Dengue (GUBLER et al., 2007; GOULD,
2008). O DENV é um virus envelopado com um didmetro entre 45-65nm (Fig.2) contendo
uma fita simples de RNA 11kilobases (aproximadamente 10.200 nucleotideos) senso (+),
ou seja, atua como RNA mensageiro (mRNA) funcional no interior das células infectadas
codificando uma unica proteina que por sua vez é clivada por proteases virais e celulares

em trés proteinas estruturais [Capsideo (C), Membrana

(M) a qual é expressa como uma proteina precursora de membrana (PrM) e Envelope (E)]
e sete proteinas nao-estruturais (NS1, NS2a, NS2b, NS3, S4a, NS4b e NS5), que regulam
tanto a transcricdo viral quanto a replicacdo e possuem a funcdo de protecdo contra a

resposta antiviral do hospedeiro (LINDENBACH, THIEL, RICE, 2007).



A proteina E, uma glicoproteina de aproximadamente 55 kDa, é considerada o
maior componente da superficie do virus, responsavel pelo tropismo celular, adesdao em
células-alvo do hospedeiro e inducdo da endocitose (GUZMAN e KOURI, 2002). Além
disso, é constituida por um grande fragmento (também conhecido por ectodominio) o

qual é subdividido em trés dominios (DI, DII e DIII).

Particula Imatura

Proteina Envelope-prM
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Nucleocapsideo
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Estrutural NBo- estrutural
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(+) 38-RNA 5 ne
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Figura 2. Representacdo esquemadtica da constituicdo do virus da dengue

(adaptado de HERRERO etal., 2013).

A reatividade cruzada de anticorpos alvos do dominio DI e DII da proteina E que
ndo foram neutralizados contribuem para o desenvolvimento dos quadros clinicos mais
severos da doenca e ocorre quando existe uma infeccdo secunddaria oriunda por um

sorotipo distinto daquele responsavel pela infec¢ao primaria; ja os anticorpos



direcionados para o dominio DIII sdo neutralizados e especificos para cada sorotipo
(CRILL e CHANG, 2004).

Por outro lado, a glicoproteina ndo estrutural NS1, esta associada a lise vascular e
ao extravasamento de plasma nas formas mais severas da doenca e atinge altos niveis

durante a infec¢do aguda sendo, portanto, considerado um possivel marcador para o

diagnostico da doenca (SHU e HUANG, 2004).

Os sintomas apresentados pelos pacientes na fase aguda da doenca sdo escassos e
ndo especificos sendo facilmente confundidos com os de outras viroses e flaviviroses.
Recentemente a Organiza¢do Mundial de Satide implantou uma nova classificacao para os
sintomas da doenca, que consiste em: Dengue, Dengue com sintomas de alarme e Dengue
grave. No Brasil, esta classificacdo passou a ser utilizada nos servigos de satde a partir de
janeiro de 2014. Os casos suspeitos de dengue ocorrem na presencga de febre (2 a 7 dias)
seguido por dois ou mais sintomas, como por exemplo, ndusea, vomitos, exatema, mialgias
e/ou artralgia, cefaleia e/ou dor retroorbital, petéquias e leucopenia. A dengue com
sintomas de alarme, por sua vez, ocorre quando, no periodo de defervescéncia da febre, o
paciente apresenta um ou mais dos seguintes sinais, como por exemplo, dor abdominal;
vOmitos persistentes; acumulacdo de liquidos, sangramento de mucosas, letargia ou
irritabilidade, hipotensdo postural, hepatomegalia maior do que 2 cm e aumento
progressivo do hematdécrito. Por fim, os casos suspeitos de dengue grave abrangem os
casos da doenca que apresente um ou mais dos seguintes resultados: choque,
sangramento grave (segundo a avaliagdo do médico) e comprometimentos graves de
6rgaos (BRASIL, 2013).

Apesar de todo o esfor¢o para se tracar um perfil de patogenicidade do virus da

dengue, sabe-se que a sua intensidade vai depender de um conjunto de fatores que



incluem a viruléncia do sorotipo, genotipo do virus, a presenca de anticorpos pré-
existentes e a espécie do vetor. Desta forma, cada sorotipo pode ser considerado uma
entidade filogeneticamente distinta e com caracteristicas distintas in vivo (WHITEHORN

e SIMMONS, 2011).

As formas mais severas da doenga ocorrem na infec¢do secundaria devido a
presenca de anticorpos decorrentes da infec¢do primaria os quais formam complexos
virus-imunoglobulina G que, uma vez ligados a receptores Fc-y presentes em mondcitos e
células Natural Killer, sdo internalizados e aumentam a replicacao viral. Este aumento da
replicacdo viral é diretamente proporcional a quantidade de virus no sangue (AN et al,,

2004).

Compreender a patogenia do virus da dengue tem sido extremamente dificil,
porque sé6 os seres humanos desenvolvem naturalmente esta doenca (SIMMONS et al,,
2012). Este fato aliado os fato de que, ndo existe atualmente vacina eficaz ou medicacao
especifica para a dengue, faz da prevencao o foco das politicas publicas. Contudo, esta
pratica, por sua vez, também apresenta algumas limitacdes tanto de carater econdmico
quanto da necessidade de vigilancia e cooperacdo da populacao. Diante da problematica
supracitada, o diagnostico da infec¢ao pelo virus da dengue na fase aguda tem sido uma
das principais preocupagdes da saude publica mundial, a fim de que sejam tomadas
medidas eficazes de acdo o mais precoce possivel, e de contribuir para a identificagdo das

areas de risco.

Atualmente, o diagnostico da dengue pode ser realizado por uma variedade de
testes laboratoriais, tais como o isolamento e identificacdo do DENV em amostras de
sangue (soro ou plasma), detec¢ao do acido nucléico viral (RNA) utilizando a reacdo em

cadeia da polimerase via transcriptase reversa (RT-PCR- Reverse Transcriptase-



Polymerase Chain Reaction), e deteccao de anticorpos IgM/IgG ELISA (Enzyme Linked
Immunoassay) (GUZMAN e KOURI, 2004).

O método de isolamento do virus necessita de que a amostra seja coletada
preferencialmente na fase aguda (entre cinco a seis dias apds do aparecimento dos
sintomas) e apresenta como desvantagem a dificuldade na propagacao do virus in vitro, o
elevado tempo e a necessidade de posteriormente realizar a confirma¢do do isolamento
viral. Geralmente para este fim, se utiliza a técnica da imunofluorescéncia indireta

(GUZMAN E KOURI, 2004).

A técnica do RT-PCR é capaz de detectar virus ligados a anticorpos neutralizantes,
identificar o sorotipo, apresenta alta sensibilidade, rapidez do método e pode ser utilizada
em uma ampla variedade de amostra (de PAULA e FONSECA, 2004). Contudo, apesar
dessas vantagens, apresenta certas limitacdes, como por exemplo, a possibilidade de
contaminacdo da amostra, necessidade de alta tecnologia, falta de padronizacdo do
método, possibilidade de resultado falso negativo, necessidade de etapas experimentais
adicionais e operador especializado (GUZMAN E KOURI et al., 2004).

Em relagdo aos testes soroldgicos, o ELISA é o mais utilizado. Esta técnica viabiliza
a identificacdo de anticorpos originados tanto de uma infec¢ao primaria (IgM)

quanto de uma infec¢do secundaria (IgG). A utilizagdo do MAC-ELISA (IgM Antibody-

Capture enzyme-Linked Immunosorbent Assay) na identificacdo de IgM é o método mais
utilizado atualmente, porém, necessita de pelo menos cinco a dez dias do aparecimento

dos sintomas para a detecgao da infeccdao primaria e cerca de quatro a cinco dias para a

identificacdo da infecgdo secundaria (GUBLER e MELTZER, 1999). De uma forma geral,
o ELISA apresenta a desvantagem da possibilidade de reacao cruzada com outras

flaviviroses e nao é confidvel na fase aguda, isto porque, existe uma dificuldade na



identificacdo da doenca na presencga de anticorpos neutralizantes presentes nos primeiros
dias da infeccdo. Desta forma, se faz necessario a utilizacdo de amostras tanto na fase
aguda quanto na fase tardia (TELES, PRAZERES, LIMA-FILHO, 2005; KLUNGTHONG et al,,
2007). Resultados mais confiaveis podem ser alcancados com a combinac¢ado de técnicas,
RT-PCR nos primeiros dias de infeccdo e MAC-ELISA em periodos mais tardios (POERSCH

etal., 2005).

Atualmente espera-se que o diagndstico da dengue seja rapido, portatil, com alta
sensibilidade, seletividade, de baixo custo e de facil uso. Estes fatores em conjunto,
contribuem para a identificagio da doenga em estdgios iniciais e para a maior
acessibilidade destes métodos pela a populagdo. Neste contexto, biossensores podem ser
considerados uma alternativa promissora tanto para o diagnéstico quanto para o

mapeamento das areas de risco e em tempo real.

1.2. Biossensores

Os sensores sdo dispositivos que respondem a estimulos fisicos ou quimicos,
produzindo uma resposta proporcional a quantidade da substancia detectada e quando
possuem um sistema de detecg¢do constituido por moléculas biolégicas sdo conhecidos por
biossensores (MALHOTRA et al,, 2006). Assim, a IUPAC (International Union of Pure and
Applied Chemistry) define biossensor como um dispositivo capaz de fornecer informagédo
analitica especifica, quantitativa ou semi-quantitativa utilizando um elemento de
reconhecimento bioldgico como receptor bioquimico, o qual esta em contato direto com
um elemento de transducao.

Apo6s o uso de um biossensor desenvolvido por Clark e Lyons (1962) na

identificacdo da glicose no sangue, houve um impulso tanto na tecnologia envolvendo a



sua constituicdo quanto na variabilidade de suas aplicagcdes. Na area de sadde, mais
especificamente no diagndstico, biossensores tem sido utilizado na identificacdo de
bactérias, fungos, virus (CAYGILL, BLAIR, MILLNER, 2010; WARK et al., 2010) e inclusive

na identificacdao do DENV (TELES, 2011).

A estrutura dos biossensores é composta por trés componentes essenciais que sao:
Detector, transdutor e sistema de saida. O detector ou biorreceptor é responsavel pelo
reconhecimento molecular de alteragdbes no meio e/ou de moléculas especificas
contribuindo para a alta seletividade e sensibilidade destes biodispositivos. Os analitos
alvos podem ser componentes antigénicos de virus, acidos nucléicos ou anticorpos
especificos produzidos pelo organismo em resposta a infecgdo. A interacdo entre o analito
e biorreceptor resulta em alteracgdes fisico-quimicas que serdo captadas pelo transdutor
e transformadas em um sinal. Finalmente, o sinal elétrico produzido sera captado por um
sistema de saida de dados que modela os sinais eletrénicos do transdutor para apresenta-
los em um medidor, um display ou tela de computador e armazenda-los (MALHOTRA et al,,

2006).

De acordo com o tipo de transdutor podemos classificar os biossensores em
eletroquimicos, 6ticos, magnéticos ou piezoelétricos. Os biossensores eletroquimicos tém
sido extensivamente utilizados e o seu principio de funcionamento baseia-se na reagao
redox, que acontece na interface eletrodo/analito. Os biossensores podem ainda ser
classificados em relacao ao elemento de reconhecimento biologico (biorreceptor) em:
Imunossensores, quando o biorreceptor usa interagdes como antigeno-anticorpo;
genossensor, quando é constituido por DNA/RNA e enzimatico quando a interacao ocorre

entre enzima-substrato.
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O uso de biossensores proporciona uma variedade de beneficios quando
comparados com os métodos atuais de diagnoéstico, dentre eles podemos citar a
simplicidade operacional, seletividade, especificidade, rapidez, baixo custo, potencial uso
como dispositivos portateis, capacidade de monitoramento em tempo real e o fato de nao
necessitar de marcadores, da preparacdo prévia da amostra e de operadores
especializados. O seu desenvolvimento pode diminuir as taxas de morbi/mortalidade
além de beneficiar politicas publicas de saide ou mesmo aumentar a abrangéncia dos

servicos de diagndstico (WARK et al., 2010; YUN et al., 2009).

Com o objetivo de aumentar a aplicabilidade e a eficiéncia do sistema sensor e de
eliminar eventuais limitagdes, tem se tornado frequente a utilizacdo de eletrodos
quimicamente modificados (PEREIRA et al, 2002). Existe atualmente uma gama de
possibilidades na modificacdo da superficie e dentre elas podemos citar a utilizacao de
monocamadas auto-organizadas (SAM) de moléculas anféteras as quais proporciona
homogeneidade, reduzem as correntes residuais ndo faradaicas e também a acumulagdo

de espécies indesejadas sobre a superficie do eletrodo (passivagao).

Entre as estratégias usualmente encontradas na obtenc¢do de SAM e objetivando o
desenvolvimento de biossensor biolégico destaca-se o uso das nanoparticulas de ouro a
qual proporciona amplificacdo de resposta; do aminoacido cisteina, devido a presenca a
do grupo tiol e de anticorpos via imobilizacdo da fragdo Fc no transdutor, dessa forma, o
fragmento F(ab) do anticorpo fica livre para interagir com o antigeno presente na amostra
aser analisada (YANG et. al.,, 2001; QINGWEN et al., 2001; KERMAN et al., 2008; RICCARDI

etal, 2002).
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1.2.1. Biossensores Eletroquimicos

Os biossensores eletroquimicos sdao atualmente utilizados na deteccdo de
patégenos incluindo virus do Epstein-Barr, Citomegalovirus, Herpes simplex e virus da
hepatite B (DING, 2008). Comparada com outras técnicas analiticas, a técnica
eletroquimica apresenta a vantagem do baixo custo e facilidade operacional (HAHN;
MERGENTHALER; ZIMMERMANN, 2005). A transdu¢do do sinal pode ser do tipo

amperométrica, potenciométrica, condutométrica e impedanciométrica.

Na deteccao amperométrica, aplica-se um potencial ou rampa de potencial e a
corrente gerada pela reacao de oxirredugdo é mensurada. Na deteccao potenciométrica a
diferenca de potencial é medida apds a aplicacdo de valores distintos de correntes. A
deteccdo condutométrica, por sua vez, mede a variacdo da condutancia e a deteccao
impedanciométrica, a impedancia em fun¢ao da frequéncia (STRADIOTTO, NYAMANAKA,

ZAONI, 2003).

Na voltametria ciclica verificamos a variacdo da corrente em relacdo ao potencial
aplicado e ocorre em uma célula eletroquimica constituida por um eletrodo de trabalho,
onde vai ocorrer a reagdo, um contra-eletrodo e um eletrodo de referéncia. O contra-
eletrodo fornece a corrente ao eletrodo de trabalho e evita que ocorra distirbios no
eletrodo de referéncia o que garante a funcao do eletrodo de referéncia que é manter o
seu potencial constante durante as medidas. O eletrodo de referéncia regula o potencial
aplicado no eletrodo de trabalho, pelo fato de a area do eletrodo de trabalho ser menor,
este assume o potencial recebido. O potencial é repetido ciclicamente entre valores
extremos de potencial aplicado, partindo de um potencial inicial (E1) até atingir o
potencial maximo (Emax) decrescendo até o valor de potencial final (Ef) como

demonstrado na figura 3 (DENARO, 1974).
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Figura 3. Variacdao do potencial em funcdao do tempo (esquerda) e obtencdo de um

voltamograma ciclico (direita). E1, Emax, Emin, Ef, correspondem aos potenciais inicial,

maximo, minimo e final respectivamente (SOARES, 2011).

Em termos de corrente estdo presentes dois componentes que sdo o componente
capacitivo (decorrente da redistribuicio das cargas e de espécies polarizadas na
superficie do eletrodo, sendo um processo ndo-faradaico) e um componente resultante da
troca de elétrons entre o eletrodo e as espécies redox imobilizadas na superficie do
eletrodo ou livres na solucao (processo faradaico).

A técnica de Espectroscopia de impedancia Eletroquimica (EIS, do inglés

Electrochemical Impedance Spectroscopy) consiste em uma medida de caracterizacdao
elétrica também muito utilizada para o desenvolvimento dos biossensores. A analise
impedimétrica pode ser aplicada para observar a deposicio de membranas sobre a

superficie de eletrodos e se obter informagdes a respeito da capacitancia e resisténcia
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com o objetivo de detectar eventos de biorreconhecimento (GUAN, MIAO, ZHANG, 2004).

Na EIS surge uma corrente de natureza senoidal como resultado da aplicacdo de
um potencial senoidal ao sistema e, desta forma, é possivel a investigacao de fendbmenos
eletroquimicos préximos ao estado de equilibrio. Convencionalmente a espectroscopia de

impedancia consiste em medidas de impedancia (Z) em fungao da frequéncia do sinal

(f) ou da frequéncia angular (w) (w = 27f), sobre um amplo intervalo de frequéncia. A
representacao esquematica mais comum consiste no diagrama de Nyquist (Fig 4). Nesta
representacao a regiao de altas frequéncias esta relacionada com a resisténcia da solugao
eletrolitica. As regides intermediarias estao associadas com a cinética de transferéncia de
carga a qual também pode representar a resisténcia a transferéncia de elétrons (Rcr) e a
parte linear em baixas frequéncias corresponde a contribuicdo da

difusdo para o processo eletroquimico.

A
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Figura 4. Representacao esquematica do diagrama de Nyquist.
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1.2.2. Biossensores Piezoelétricos

O termo piezoeletricidade descreve a relagdo entre o comportamento mecanico e
elétrico de um material. Em 1880, Jacques e Pierre Currie constataram que ao aplicar uma
pressdo mecanica na superficie de alguns cristais gerava-se um potencial elétrico nas
faces opostas a deformacao, proporcional a intensidade da forga aplicada, este fendmeno

ficou conhecido como efeito piezoelétrico (Fig. 5) (CURIE, 1980). A técnica da

D~

Microbalanca de Cristal de Quartzo (QCM, do inglés Quartz Crystal Microbalance)
bastante utilizada na obtencdo de biossensores piezoelétricos e estd relacionada a

deteccdo da variacdo de massa em nanoescala.
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Figura 5. Representacao esquematica do efeito piezelétrico reverso, onde a aplicagdo de
um potencial induz uma reorientagao das cargas na superficie e consequentemente uma

deformacao.

Além disso, apresenta as vantagens de facilidade operacional, baixo custo,
possibilidade de detec¢ao em tempo real e sem a necessidade de marcadores (label-free)

0 que a torna uma poderosa ferramenta no estudo de interagdes bioldgicas. Neste
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contexto, a QCM tem sido utilizada para as mais diversas aplicacdes incluindo o estudo de
adsorcao de proteinas, diagndstico de patologias, imunoensaios, biorreconhecimento de
moléculas especificas e no estudo in situ da hibridagdo de DNA/RNA (COOPER E
SINGLETON, 2007; JANSHOFF; GALLA; STEINEM, 2000). A utilizacdo de QCM na
identificacdo de virus tem sido relatada na literatura (SKLADAL et al., 2004; DELL’ATTI et
al,, 2007; YAO et al., 2008) assim como a identificacao do virus da dengue (SU et al., 2003;

TAl etal.,, 2006).

Na QCM é utilizado um disco de quartzo coberto com uma fina camada de ouro
acoplado a um circuito oscilador, o qual aplica uma corrente alternada no cristal,
provocando uma deformacdo via efeito piezoelétrico reverso, dessa forma, ocorre um
rearranjo de cargas e formacdo de dipolo. O quartzo é muito utilizado por possuir uma
deformacao elastica, ou seja, a polaridade no sentido oposto é observada de forma
idéntica na outra face do cristal (BUTTY, WARD, 1992). Diretamente acoplado a este
circuito oscilador existe um medidor da frequéncia. Quando uma massa é depositada na
superficie do cristal ocorre a reduc¢do da amplitude de onda acustica que se propaga
através do filme depositado sobre o cristal e consequentemente diminui¢do da frequéncia
de ressonancia do quartzo. Tal relacdo pode ser descrita pela expressao de Sauerbrey (Eq.

1)(Sauerbrey,1959):

Af = _zf%Am/A(ﬂqpq)l/z Eq. (1)

Em que, Af é a variacdo de frequéncia (Hz), f é a frequéncia fundamental de oscilagdo do

cristal de quartzo, Am é a variagdo da massa, A é a area ativa da superficie do cristal de
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quartzo, uq é o modulo de cisalhamento do quartzo e pq a densidade de massa do quartzo

que é especifica para cada tipo de corte do cristal.

De acordo com a equagdo todos os elementos podem ser considerados constantes
e, desta forma, a variacao de frequéncia apresenta uma relacdo direta com a variagdo da
massa. A equacao foi desenvolvida para experimentos envolvendo gases e em condi¢oes
especiais (vacuo). Para estudos em solu¢des aquosas e ndo aquosas algumas variaveis
devem ser levadas em consideracgdo tais como a viscosidade, densidade do meio, pressao
hidrostatica, rugosidade da superficie, hidrofobicidade da superficie e a temperatura
(STEINEM e JANSHOFF, 2007). Em solugdo, a onda actstica é propagada através do meio
gerando alta energia de dissipacao a qual exerce influéncia na variacdao de frequéncia.
Dessa forma, outra teoria que relaciona a frequéncia de ressonancia do cristal de quartzo

em ambiente liquido foi proposta por Kanazawa e Gordon (1985) e expressa na eq. (2).

3/2 | nipil Eq. 2
Af = -2 —F=
/ Jo ™ nqpq

Em que, n1 e p1 sdo a viscosidade e a densidade do liquido respectivamente.

1.2.3. Caracterizacdo morfologica da superficie sensora - AFM

O microscopio de forga atomica (AFM, do inglés Atomic Force Microscopy) foi
desenvolvida por Binning et al. (1986), é constituido basicamente por uma sonda sensora,
ceramicas piezoelétricas, circuitos de realimenta¢do e um computador (Fig. 6). 0 AFM usa

interacdo entre as for¢as sonda-amostra para tracar o mapa da superficie de



17

amostras ndo condutoras e condutoras (BINNING et al,, 1986; HOWLAND; BENATAR,

1996; PAIVA, 2003).

O principio de funcionamento do AFM baseia-se na varredura da superficie da
amostra por uma ponta piramidal de alguns micrometros de comprimento (100 a 200
um) e geralmente com menos de vinte nanémetros de didametro, integrada a um suporte
flexivel (cantilever) denominado de sonda, para alcangar resolucdo atdémica, a ponta
termina em um conjunto de atomos.

A forga entre a ponta e a superficie da amostra faz com que o cantilever se aproxime
ou se afaste por intera¢do interatomica, sendo essa deflexdo proporcional a forca de
interacdo. A forca de interacao que a amostra exerce sobre a ponteira é determinada pela
deflexao do cantilever, dada pela lei de Hooke (F = -kx), sendo k a constante de mola ou
constante elastica do brago, que depende da geometria e do material de fabricacdo e x o

deslocamento do cantilever, pela deflexao provocada pela interagao.

As deflexdes sdo mensuradas com o uso de um laser, focalizada na parte superior
da extremidade livre do braco, que é refletida e incide sobre um fotodetector (fotodiodo)
de quatro quadrantes, que mede as variacdes de posicdo e de intensidade da luz
produzidas pelas deflexdes do cantilever. A medida que a ponta varre a amostra ou a
amostra é deslocada sob a ponta, os diferentes tipos de “acidentes geograficos”
encontrados sobre a superficie provocam alteracdo na sua posicdo. As variagdes das
interagdes sdo os fatores que provocam diferentes deflexdes. Essas diferencas, captadas
no detector, sdo armazenadas e processadas por um computador, que as transformam em

imagens topograficas 2D e 3D da superficie. A for¢ca mais comumente associada no
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AFM durante a deflexdo do cantilever é a for¢a de van der Waals (FREIRE-NORDI; TACIRO,
2004; MENGUI, 2006).

O AFM proporciona uma alta resolugdo espacial, tanto lateral como vertical, na
visualizacdo de superficies em nivel atdmico de diferentes naturezas (metais, peliculas
organicas, polimeros, amostras bioldgicas em sistemas condutores e isolantes) e em

diversos meios (vacuo, pressdo atmosférica, meios liquidos) (MENGUI, 2006).

Durante a varredura da amostra podem atuar forgas de atragdo ou repulsao, que
variam em funcdo da distancia entre o cantilever e a amostra. Forc¢as de atracdo podem
ter origem tanto em fatores fisicos, como a capilaridade, ou quimicos como as forgas de
van der Waals, esta atragdo aumenta até que, quando a ponteira aproxima-se muito da
amostra, os atomos de ambas estao tdo proximos que seus orbitais eletronicos comegam
a se repelir. A forca de repulsdo se deve a interagdo coulombiana (BERNARDES FILHO;

MATTOSO, 2003; MENGUI, 2006).

UNIDADE DE CONTROLE

| DE VARREDURA
4
SCANNER
FOTODIODO @

CANTILEVER

LASER

Figura 6. Representacdo esquematica do principio de funcionamento do microscépio de

forca atémica.
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1.2.4. Caracterizacdo morfologica da superficie sensora- MEV

O microscopio eletronico de varredura (MEV) possibilita a visualizacdo de
imagens com alta magnificacdo (> 100.000 x) e representa a transcodificagcdo da energia
emitida pelos elétrons ao interagir com a amostra. Neste equipamento, existe uma
diferenca de potencial entre o eletrodo negativo (catodo) e o eletrodo positivo (anodo
aterrado) na ordem de 0,5 a 30 KV, este eletrodo atrai fortemente os elétrons gerados,
resultando numa aceleragdo em direcdo ao eletrodo positivo. As fontes de elétrons pode

ser constituidas por tungsténio ou hexaboreto de lantanio (LaBs). O tungsténio é

comumente utilizado por ser, entre os metais na forma pura, o que apresenta maior ponto
de fusdo (3422 °C), menor coeficiente de expansao térmica e maior resisténcia a tragao..
O feixe de elétrons, apresenta uma energia que vai desde algumas centenas de 1 eV até
100 keV. A correcdo do percurso dos feixes é realizada pelas lentes condensadoras, que
reduzem o didmetro do feixe de elétrons a aproximadamente 100 A em dire¢io a abertura
da objetiva. A objetiva ajusta o foco dos feixes de elétrons, deflete o feixe horizontal e

verticalmente para que ele varra uma area retangular da superficie da amostra.

Quando o feixe primario interage com a amostra, resulta entre outros efeitos,
emissdo de elétrons secundarios, uma corrente de elétrons refletidos, condugao induzida
pelo feixe e frequentemente catodoluminescéncia, raios-x e elétrons transmitidos cada
tipo de sinal, varia de acordo com a energia dos elétrons, do nimero atdomico dos atomos
da amostra e da densidade da amostra e comumente é utilizado na obtencdo da imagem
de forma qualitativa da morfologia e topografia da amostra (DEDAVID; GOMES;

MACHADO, 2007).
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Quando ocorre a formagdo de elétrons secundarios, o elétron primario interage
elasticamente (sem perda de energia) com os atomos mais externos do material, mas o
campo inerente dos &tomos da amostra causa uma troca de momento do elétron incidente,
fazendo com que ele seja refletido para fora da amostra, porém, com a mesma energia
incidente. Ja no caso da formacgdo de elétrons refletidos, o elétron primario interage nao
elasticamente (com perda de energia) ao interagir com o atomo da amostra e é refletido
com energia inferior aquela incidente e vai perdendo energia cinética através do processo
de ionizac¢do por impacto até esta energia nao ser suficiente para causar mais ionizacao
(THORNTON, 1968). A figura 7. ilustra o principio de funcionamento do microscépio

eletronico de varredura.

et Anodo

I‘I ”“Hl &— Feixe de elétrons

il
Aquisicio de imagem

Lentes
condensadoras

Detector 3
de elétrons )\

refletidos \ Detector de elétrons

secundirios

Amostra

Figura 7. llustracdo esquematica do principio de funcionamento do microscopio

eletrénico de varredura (Adaptado de http://www.purdue.edu/ehps/rem/rs/sem.htm).
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1.2.4. Utilizacao de camadas lipidicas estruturadas em sistemas sensores

Membranas lipidicas tém sido utilizadas na imobilizacdo de moléculas biolégicas
uma vez que criam ambiente natural favoravel a imobilizacdo de compostos organicos e
principalmente pela possibilidade de incorporacao de proteinas ativas (PUU e GUSTAFSO,
1995). Existe uma variedade de métodos descritos na literatura para a obtencdo de
biomembranas em suportes sélidos tais como a transferéncia de lipidios pela técnica de
Langmuir-Blodgett, automontagem (self-assembly) de lipidios/ti6is em superficie de ouro

e fusdo (coalescéncia) de lipossomas (COOPER, 2004).

Lipossomas sdo vesiculas constituidas de uma ou mais bicamadas fosfolipidicas
orientadas concentricamente em torno de um compartimento aquoso (Fig. 8). Eles podem
encapsular substdncias hidrofilicas e/ou lipofilicas, sendo que as primeiras ficam no
compartimento aquoso e as lipofilicas inseridas ou adsorvidas na membrana (BATISTA;
de CARVALHO; MAGALHAES, 2007). Os lipossomas podem ser classificados como
lipossomas unilamelares pequenos (SUV - small unilamellar vesicles) (20-150 nm),
lipossomas unilamelares grandes (LUV - large unilamellar vesicles) (200- 500 nm) e
lipossomas multilamelares (MLV - multilamellar vesicles) os quais apresentam bicamadas
concéntricas e com tamanho relativamente grande (200-1000 nm) (BASER e

BUCHBAUER, 2010).

Fosfolipidic Blcamaxia lipidica Lipossoma

Figura 8. Representacdo esquematica da constitui¢cdo de lipossomas (LIRA,2007).
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Quando camadas lipidicas se encontram em contato com a superficie hidrofébica,
as cadeias hidrocarbonadas interagem com esta superficie enquanto que as cabecas
polares se encontram em contato com a solu¢do, como resultado pode ocorrer: (A) Adesao
de vesiculas na superficie e (B) Fusdo de vesiculas, com consequente formacao de
monocamadas ou bicamadas lipidicas (Fig. 9). A for¢a motriz para a organiza¢do é
originada de interacao hidrofébica como, por exemplo, van der Waals. A maioria das
superficies hidrofilicas promove a formacao de bicamadas lipidicas, sendo geralmente
utilizadas SUV (WENG et al., 2006). Estudos envolvendo proteinas e lipidios marcados
mostrou que proteinas imobilizadas em superficies lipidicas permanecem com a

capacidade de interacao (FREIRE et al., 2003).

Lipossoma

Camada hidrofdbica

Eletrodo de ouro

Figura 9. Adsorcdo de lipossomas em substrato hidrofébico com formagao de

monocamada (NASCIMENTO etal,, 2011).

Estudos tedricos sugerem que, a depender da interacdo entre o lipidio e o
substrato, ocorre uma progressdo de vesicula até a sua ruptura que dependera
principalmente da interacdo hidrofébica e eletrostatica, além disso, existem a hidratacao
repulsiva e a entropia (LIPOWSKY e SACKMANN, 1995). A utilizacao de lipidios em
biossensores foi inicialmente utilizada por reduzir a interferéncia de espécies eletroativas

(TANG et al, 1990). Monocamadas lipidicas sdo altamente homogéneas,
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possuem poucos defeitos de superficie e apresentam resisténcia a ligacdo por proteinas
ndo-especificas como por exemplo (BSA) (TERRETTAZ et al., 1993; PLANT, 1999; PLANT

et al.,, 1995; COOPER et al., 1998).

1.3. O papel da glicobiologia no diagndstico da dengue

Os carboidratos sao as moléculas organicas mais abundantes na natureza, quase
todos os organismos sintetizam e metabolizam carboidratos. O termo carboidrato surgiu

pelo fato de que a maioria dos agucares simples possuem a formula empirica CnH2nOn,

onde n > 3, ou seja, em sua constituicdo os atomos de carbono estao combinados com
moléculas de agua (WADE, 1999). Os hidratos de carbono desempenham um papel vital
por estar relacionados a uma grande quantidade de fendmenos bioldgicos: interagdes
célula-célula, apoptose, transducdo de sinal, processos inflamatoérios, metastase, infeccdes
bacterianas e virais, adesao, diferencia¢do e proliferagdo celular, fertilizagdo e resposta
imune. Além disso, servem como fontes de energia (amido e glicogénio) e sao
constituintes de coenzimas e de acidos nucleicos (SAFINA, 2012).

As lectinas sdo definidas como proteinas que reconhecem e se ligam
preferencialmente a carboidratos. O termo lectina é derivado da palavra latina legere que
significa “escolher” ou" selecionar' (SHARON e LIS, 2004). As lectinas sdo de origem nao
imunolégica, sendo encontradas nos mais variados microorganismos desde virus e
bactérias até plantas e animais, sendo que as lectinas provenientes de plantas sdo as mais
comumente caracterizadas (PESQUERO et al, 2008). A interacdo entre lectinas e
carboidratos pode ser tdo especifica quanto a interacdo entre antigeno e anticorpo ou

substrato e enzima (MINKO, 2004).



24

Alectina Concanavalina A (Con A) obtida da Canavalia ensiformis (feijao de porco)
€ uma das primeiras lectinas a ser caracterizada, purificada e estudada em relacdo a sua
estrutura tridimensional e quimica. Entre pH 2 e 5,5, ConA existe como um dimero de duas
subunidades ligadas covalentemente, com um peso molecular de aproximadamente 55
kDa. Em valores de pH acima de 5,5 a ConA existe como tetramero com um peso molecular
predominante de 110 kDa, o contato dimero-dimero na estrutura tetramérica é
estabilizada por ligacoes de hidrogénio e seis pontes salinas entre dimeros (AGRAWAL e
GOLDSTEIN, 1965, 1967; SMITH e TGOLDSTEIN, 1970; MCKENZIE et al, 1972;

GOLDSTEIN, 1976; REEKE et al, 1975).

A ConA possui em cada subunidade, um sitio para ligacdo a residuos a-D-manose
e a-D-glicose, um sitio para ligacdes a cations calcio e manganés os quais sdo importantes
para a estabilizar a conformacgao da proteina e para ativar a ligacao a carboidratos e um
terceiro sitio que é responsavel pelo reconhecimento hidrofébico (Fig. 10) (ZENG, 2012;

LIU etal., 2007).

Figura 10. Caracteristicas estruturais da Concanavalina no formato de tetramero (Fonte:

www.rcsb.org / PDB).

Carboidratos podem ser utilizados como biomarcadores de patologias e, desta
forma, as lectinas tém contribuido na identificagio de carboidratos especificos

(GHAZARIAN; IDONI; OPPENHEIMER, 2011). A glicobiologia tem proporcionado novas
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perspectivas na obtencao de alternativas terapéuticas para o tratamento e prevencao de
doencas. Com relacao a doenga dengue, sabe-se que o aumento de glicoproteinas no soro
do paciente infectado tanto pode ocorrer pela presenca de particulas virais, as quais se
apresentam constituidas por glicoproteinas, (por exemplo, a proteina E e NS1), quanto
devido a propria resposta imunologica do hospedeiro, varios estudos tém indicado
concentragdoes aumentadas de IL-2, G-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, [L-18, MCP-1, MIF,

TNF-a, e [FN-y (WAN, 2013).

Além disso, a infeccdo pelo virus da dengue é mediada pela interacdo lectina-
carboidrato. De fato, a interacdo da glicoproteina E com o hospedeiro se da através de
receptores lectinicos tipo C (CD209/DC-SIGN) em célula dentriticas (GREEN E ROTHMAN,
2006; POKIDYSHEVA et al., 2006) e receptor de manose (MR; CD206) presente em
macroéfagos (MILLER et al,, 2008). O virus da dengue apresenta dois potenciais sitios de
N-glicosilagdo N67 e N-153, enquanto que a maioria das outras flaviviroses apresenta
apenas um sitio de N-glicosilacdo em N154 (CHAMBERS, MCCOURT, RICE, 1990; HEINZ e

ALLISON, 2003).

Diversos métodos tém sidos descritos na literatura para a identificacdo de
carboidratos, tais como a cromatografia, eletroforese e espectrometria de massa. Estas
técnicas sdo muito sensiveis, no entanto, apresentam a desvantagem do alto consumo de
tempo e de muitas vezes necessitar de marcadores. A utilizacdao de biossensores para esta
finalidade, além de apresentar a vantagem de nao necessitar de marcagdo, ainda
possibilita a identificagdo em tempo real (SAFINA de 2012). Estudos tem relatado o uso
de lectinas no desenvolvimento de biossensores com a finalidade de identificar residuos
glicidicos em infec¢cdes (PEREIRA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2011; OLIVEIRA et al, 2009;

ZENG, 2012).
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Capitulo 2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Desenvolver biossensores para a detec¢do de glicoproteinas presentes no soro de

pacientes contaminados com dengue e detec¢do direta do virus da dengue

2.2. Objetivos Especificos

e Avaliar a adsor¢do de lipidios e sistemas mistos de lectinas-membrana lipidica (Lec-ML)
sobre substrato sélido (eletrodo de trabalho) via técnicas eletroquimicas (EIE e VC) e via

técnica piezoelétrica (QCM);

e Avaliar o perfil de interacdo do biossensor eletroquimico e piezoelétrico com as
glicoproteinas presentes no soro de pacientes contaminados por DENV-1, DENV-2, DENV-

3 e soro na auséncia da infec¢do via EIE e VC;

e Determinar a variacdo daresisténcia a transferéncia de carga (Rct) das diferentes etapas
de construcao do biossensor e apds a interacdo com diferentes sorotipos do DENV,
utilizando modelos de circuito equivalentes extraido dos resultados experimentais

obtidos com a técnica da espectroscopia de impedancia eletroquimica;

e Obter a impedancia acustica imaginaria do biossensor piezoelétrico apés exposicdo ao

soro infectado e controle utilizando modelos teoricos;
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e Sintetizar nanoparticulas de ouro e realizar sua caracterizacao pela determinac¢do do
tamanho de particula e potencial zeta antes e apds a modificagdo com 4cido

mercaptobenzoico;

e Obter um imunossensor eletroquimico constituido por nanoparticula de ouro

modificada com acido mercaptobenzdico (NPsAu-AMB) e Anti-DENV (1-4);

e Avaliar a resposta eletroquimica de cada imunossensor apoés exposicdo ao DENV-1;

DENV-2; DENV-3; DENV-4 e Virus da febre amarela (Controle);

e Determinar o grau de recobrimento de diferentes diluicées do DENV-1, DENV-2, DENV-

3 e DENV-4 na superficie do imunossensor.

e Caracterizar estrutural e morfologicamente o sistema sensor utilizando microscopia de

forca atomica e de varredura;
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Capitulo 3. OBTENCAO DE BIOSSENSOR ELETROQUIMICO E PIEZOELETRICO PARA A
DETECCAO DE GLICOPROTEINAS PRESENTES NO SORO DE PACIENTES
CONTAMINADOS POR DENGUE

3.1. Introducao

Neste capitulo abordaremos o desenvolvimento de biossensores eletroquimicos e
outro piezoelétricos, objetivando a identificacdo de glicoproteinas presentes no soro de
pacientes infectados com DENV-1, DENV-2 e DEN-3. Para isto, a resposta eletroquimica
do sistema sensor foi avaliado em diferentes diluicbes do soro oriundo de pacientes
infectados (1:10, 1:250, 1:500, 1:1000, 1:1500 e 1:2000) e da diluicdo 1:10 do soro do
paciente na auséncia da infeccdo (amostra controle). A resposta do biossensor
piezoelétrico, por sua vez, foi avaliada por seis injecdes consecutivas da dilui¢do 1:1000

tanto do soro do paciente infectado quando do soro controle.

A plataforma nanoestruturada de ambos os biossensores consiste na imobilizacao
de camadas auto-organizadas de lipossomas sobre a superficie do eletrodo de ouro,
seguida pela imobilizagio de Concanavalina A (camada de biorreconhecimento
molecular). A técnica de microscopia de forga atdmica foi utilizada para a caracterizagao

morfologica da superficie.

3.2. Material e métodos

3.2.1. Material
O fosfolipidio  1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina  (DPPC), o  3-
mercaptopropil-trimetoxisilano (MPTS) e a lectina Concanavalina A foram obtidos da

Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA). O soro dos pacientes contaminados com dengue
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sorotipos 1, 2, e 3 (trés pacientes de cada sorotipo) e o soro controle (trés pacientes)
foram cedidos pelo laboratério de virologia da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto
(FAMERP). Todos os soros foram previamente caracterizados utilizando a técnica do RT-
PCR (MONDINI et al,, 2007). Tampao fosfato salino (PBS) (pH 7.4) contendo 0.1M CaClz e
0.1M MnCl2 foram utilizados para preparar as solugdes da Con A. A dgua ultrapura foi

obtida do sistema de purificacdo Millipore-Synergy. Todos os produtos quimicos e

solventes fora de grau analitico e usados como recebidos, sem purificacao prévia.

3.2.2. Obtencao de vesiculas lipidicas e caracterizacio por tamanho de particula e
potencial zeta(()

Os lipossomas foram preparados usando uma versdao modificada do método de
Amselen et al. (1990) o qual utiliza filme lipidico formado a partir da evaporacao de
solventes. Sendo assim, vesiculas lipidicas foram preparadas utilizando 1 mM de
fosfatidilcolina dissolvido em solu¢do de cloroférmio/metanol 3:1 (v/v) sob agitacao
magnética (150 rpm/min, 15min). Em seguida, a solucdo organica foi submetida a
evaporacao sob pressao reduzida (25 min a 40 + 1 °C) e agitacdo a 120 rpm a fim de
evaporar os solventes. Apds a formacdo de um filme de lipidio, este foi hidratado por
adicao de 1 mL de solugao PBS 0,2 M (pH 7,4). A suspensdo foi mantida sob agitacao
magnética por 40 min e em seguida armazenada a 4 °C. A obten¢do do tamanho de

particula e potencial zeta foi realizada por espalhamento de luz dinamico a um angulo de

90°C no qual o efeito de reflexdo é minimizado, com um laser de He-Ne operando a A =

633 nm e utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Instruments, UK).
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3.2.3. Biossensor Eletroquimico

A superficie do eletrodo de ouro foi previamente polida com pasta de 6xido de
aluminio a—Al203 (0,05 pm), lavados vigorosamente com agua ultrapura e em seguida
submetidos a sonicagdo em ultrassom com agua deionizada por 5 min. Apds esta etapa,

5uL de lipossomas foram imobilizados na superficie do eletrodo pelo método drop

coating por 15 min e a 25°C. Apés a primeira etapa, o eletrodo modificado foi lavado com
agua para remover os lipidios ndo-adsorvidos e em seguida, 1 mL de ConA (50ug/mL) em
PBS 10 mM (pH 7,4) foi incubado durante 15 min e lavado com agua para remover o

excesso de ConA. Finalmente, o eletrodo modificado com lipidio/Con A foi exposto a 2uL
de soro negativo ou igual volume do soro de pacientes infectados pelo DENV-1, DENV-2 e
DENV-3 diluido em solu¢do de PBS (pH 7,4) 10 mM durante 20 min a temperatura
ambiente. As dilui¢cdes de soro utilizadas neste estudo foram 1:10, 1:250, 1:500, 1:1000,
1:1500 e 1:2000. Na Figura 11 é apresentada uma ilustracao esquematica das etapas de

obtencdo do biossensor eletroquimico.

N

(Lipsoma)

Figura 11. [lustracdo esquematica da obtenc¢do do biossensor eletroquimico.

As medidas eletroquimicas foram realizadas utilizando um sistema de trés

eletrodos: eletrodo de referéncia contendo Ag/AgCl, um eletrodo de platina como contra
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eletrodo e um eletrodo de ouro como o eletrodo de trabalho (¢ = 2 mm). Todos os
experimentos foram realizados em uma potenciostato PGSTAT 128N (Autolab, Eco
Chemie, The Netherlands), em interface com um analisador. Os espectros de impedancia
foram obtidos na faixa de frequéncia 100 MHz a 100 kHz. A amplitude do potencial de
onda senoidal (SWP) foi de 10 mV, enquanto o potencial de corrente continua (DC) foi
limitado ao circuito aberto mensurado antes da aplicagdo do SWP. As medidas de CV

foram realizadas com um potencial de varredura entre -0,2 a 0,7 V a uma taxa de

varredura de 50 mV s™1. As medidas CV e EIS foram realizados utilizando 10 mM de sonda

redox de Ks [Fe (CN) 6] 4 / K3 [Fe (CN) 6]3" (1: 1) em PBS (pH 7,4). Todas as

medi¢oes electroquimicas foram realizadas em triplicata, de pelo menos trés medidas
diferentes, a temperatura ambiente e dentro de uma gaiola de Faraday.

Andlises morfolégicas da superficie foram realizadas na presenga da camada
lipidica, camada lipidica com lectina e posteriormente na presenca dos soros, através da
microscopia de forca atdbmica (AFM, PicoSPM II, Molecular Imaging, EUA). Cantilevers com

uma sonda de silicio (Multi 75AL, NCHR, frequéncia ressonante = 75 kHz, a constante de

forca = 3 Nm™1) foram utilizados em modo nio-contato no ar e a

temperatura ambiente (cerca de 25 ‘C). A resolucio lateral foi fixada em 512 x 512
pixels em uma area de varredura de 5 x 5 um. As imagens foram obtidas a partir de, pelo
menos, trés zonas macroscopicamente separadas para assegurar uma boa distribuicdo e

analisadas utilizando o software Gwyddion (Necas et al., 2008).

3.2.4. Biossensor piezoelétrico

As medidas de QCM foram realizadas utilizando um controlador QCM200 QCM,

um oscilador QCM25, um suporte do cristal com uma célula de fluxo axial (150 pL de



34

volume) e vazao de 100 pL/min (Stanford Research Systems Co. CA, EUA). Cristal de
quartzo polido, corte AT-cut, 5 MHz de frequéncia de ressonancia (Stanford Research
Systems Co. CA, EUA) foi utilizado neste estudo. As medidas foram realizadas quando a
freqiiéncia de ressonancia apresentou-se estavel (linha de base <0,2 Hz). Os dados
experimentais foram salvos em tempo real utilizando um software QCM200. A mudanca
de frequéncia (Af) foi obtida pela diferenca entre as frequéncias do QCM medidas durante
cada etapa de obtencao do biossensor e durante a exposicdo do mesmo ao soro. Os
resultados foram realizados em triplicata e estao sendo representados como a média, o

desvio padrao 5% para todos os experimentos (N=3).

Cristais de quartzo foram previamente limpos em banho de ultrassom utilizando
acetona e em seguida etanol (trés minutos em cada solvente) e secados em atmosfera de
nitrogénio. Os cristais de quartzo limpos foram entdo imersos durante 30 minutos em
uma solucao 0,1 mM de MPTS em etanol a temperatura ambiente, apds a quimissorc¢do de
MPTS, lavados com etanol para remover o excesso de MPTS que ndo reagiu e finalmente

incubados durante 1h a 40°C (PIWONSKI et al,, 2005). Na superficie de

modificada com MPTS foi adicionado um volume constante da vesicula lipidica (25uL),
incubadas durante 1 h em temperatura ambiente. Em seguida os cristais modificados com

MPTS-lipidios foram acoplados ao QCM sob fluxo continuo de uma solu¢do de PBS

(pH 7.4) aumarazao de 100 uL/min até a estabiliza¢do da frequéncia. Ap6s este processo,

a camada de biorreconhecimento foi otimizada através do estudo da

saturacao, dessa forma, 500 pul de diferentes concentracoes de Con A (2,7; 5,4; 8,1; 20,8;
13,5; 16,2; 18,9 e 21,6 ) foram injetados no sistema e fluxo por 30min (estabilizacao da
frequéncia de ressonancia). A fim de avaliar a eficacia de reconhecimento da ConA por

glicoconjugados, o eletrodo modificado contendo MPTS-DPPC-ConA foi submetido a seis
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adicbes sucessivas de 300 uL solucao de ovalbumina (0,5 uM) em PBS e a constante de
afinidade aparente foi mensurada. Depois disso, foi feito o estudo do eletrodo
modificado por MPTS-DPPC-ConA ap6s a exposicao a 300 pL da solugao de 1: 1000 do soro

contaminado com DENV-1, -2, -3 e soro negativo. Apds a estabilizacdo da frequéncia

foram feitas um total de seis adi¢des sucessivas do volume a 300 pL da solucao de 1: 1000
do soro contaminado para cada tipo de soro, a fim de avaliar a resposta do sensor com o
aumento do numero de camadas. A ilustracdo esquematica das diferentes etapas da

construgdo do biossensor piezoelétrico esta sendo apresentada na figura 12.
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Figura 12. Ilustragdo esquematica da obtencdo do biossensor piezoelétrico.

3.3. Resultados e Discussao

3.3.1. Caracterizacdo dos lipossomas e da morfologia do filme lipidico

Os lipossomas utilizados para a obtencdo do filme lipidico na superficie do eletrodo
apresentaram didmetro médio de 440 nm (PDI= 0,85), tanto com relacdo a intensidade de

luz dispersa quando ao volume (Fig. 13a e 13b). O potencial zeta, medido



36

através da técnica de mobilidade eletroforética, demonstrou que os lipossomas

apresentaram um potencial zeta (¢ ) de -3,2 +0,3 mV (Fig. 13c).

[
]

<]
——

a)

-3

Intensidade (%)

" Vo 0o

b)

Volume (%)

10 1000 Paxg

Tamanho (L.om)

120000
c
100000 -

80000 4

60000 4

40000 4

Contagem total

20000 4

o L) A\
200 <100 0 100 200

Potencial Zeta (mV)

Figura 13. Distribui¢cdo do tamanho de particulas do lipossoma em fungdo da intensidade

(a), em funcao do volume (b) e potencial zeta (c).
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A morfologia do filme lipidico e sua associa¢do com a lectina ConA foi estudada por
meio da técnica de AFM. A Figura 14 mostra as imagens topograficas de AFM obtidas para
a camada lipidica de DPPC (a), DPPC-ConA (b), DENV-1 (c), DENV-2 (d) e DENV-3
(e) e as suas correspondentes sec¢des transversais. Na Fig. 14a observamos que o filme
lipidico depositado apresenta uma distribui¢do ndo-uniforme na superficie do eletrodo,
com uma altura média de (30 * 4,2) nm. As imagens de AFM mostram também a
coexisténcia de dominios fluido e gel na camada lipidica estando de acordo com a
literatura (GIOCONDI et al., 2008). Além disso, ap0s a adsorg¢do da lectina ConA na camada
lipidica, foi possivel observar a presenca de estruturas globulares relativamente grandes
(com altura média de 42 * 3,6 nm) distribuidos entre os dominios fluido e gel da camada
lipidica. Estudos realizados por Giocondi et al. (2008) confirmaram que proteinas tendem
alocalizar-se preferencialmente nas delimitagcdes entre os dominios da fase fluida e gel de
cadeias lipidicas. Além disso, nossos resultados estdo de acordo com estudos anteriores
que determinaram uma altura de aproximadamente 12 nm para o tetramero ConA
(BOUCKAERT et al., 1996). Apds a interacdo de diferentes sorotipos com a camada
sensora de DPPC-ConA, foi observada uma variacao de altura em torno de 54,2 + 5,1 nm
para o DENV-1, 60.6 + 4.8 nm para o DENV-2 e 68.4 + 3.9 nm para o DENV-3 (Fig.14c-¢e) o
que corresponde a diferentes especificidades da ConA pelas glicoproteinas presentes no

soro infectado com o DENV.

Sabe-se que o virus da dengue apresenta dois potenciais sitios para ligacdo com
carboidratos, sitios N-67 e N-153, os quais apresentam residuos glicidicos ricos em
manose e representam um papel relevante para a adesdo viral e resposta imunolégica
(HACKER et al., 2009; ZHANG et al., 2004). Tem sido reportada também, auséncia de

ligacdo a carboidrato em N-153 para DENV2 (JOHNSON et al. 1994). De acordo com
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Pereira et al. (2008), a ligagdo de particulas virais com a lectina ConA é provavelmente
governada por ligacio a manose. No entanto, as diferencas no numero e tipo de
carboidrato nas proteinas de superficie do virion correlacionadas com o sorotipo e a

resposta com o hospedeiro continuam mal compreendidas (HERRERO et al., 2013).
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Figural4. Imagem topografica por AFM da camada de DPPC (a), DPPC/ConA (b),

DPPC/ConA/DENV-1 (c), DPPC/ConA/DENV-2 (d) e DPPC/ConA/DENV-3 (e) com suas

correspondentes seccoes transversais. Area de varredura de 5um x 5pum.
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3.3.2. Caracterizacdo eletroquimica do sistema sensor Lec-ML-eletrodo de ouro

Na Figura 15 demonstra a caracterizacao por VC e EIE tanto da camada lipidica
quando da camada ConA-Lip-eletrodo de ouro. Utilizamos a sonda redox K4[Fe(CN)s] 4-
/K3[Fe(CN)6]3 (1:1) para todos os experimentos envolvendo a técnica eletroquimica. De
acordo com a Figura 15a o eletrodo de ouro apresentou picos de oxirreducdao bem
definidos, tipico de um processo reverso. Apos cada etapa de constru¢do do biossensor, a
passagem da corrente de elétrons diminui devido ao aumento da propriedade de barreira
a cinética de transferéncia de elétrons que ocorre na interface eletrodo/eletrélito (BARD
e FAULKNER, 2001). A formacgao de camada lipidica na superficie do eletrodo de ouro
promove uma diminui¢cdo na corrente de pico redox, este fendmeno se repete apos a
imobilizacdo da lectina ConA na superficie lipidica para cerca de -8 e 16 mA. A presenca
da ConA dificulta a difusdo de ions tais como os anions da sonda redox o que também

indica sucesso na obtencao destas etapas de construcao do biossensor.

A Fig. 15b mostra o diagrama de Nyquist durante as etapas de construgao do
biossensor. O eletrodo por ser um metal condutor, apresenta uma resisténcia
praticamente nula, contudo, este fato acorre apenas em teoria, na pratica, observamos que
mesmo sendo um condutor o eletrodo apresenta pequena impedancia como demonstrado
no surgimento de um pequeno arco e predominancia do efeito difusivo dos ions da sonda
redox para a superficie do eletrodo. Apos cada etapa de modificacdo observa-se aumento
gradual do didametro do semicirculo - aumento da resisténcia a transferéncia de ions da
sonda redox para a superficie do eletrodo - o que se deve a adsorg¢ao de biomoléculas na

superficie (BARD; FAULKNER, 2001).
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Figura 15. Voltamograma ciclico (a) e diagrama de Nyquist (b) das etapas de construcdo

do biossensor.

Tanto a escolha do tempo de exposicao dos lipossomas na superficie do eletrodo

quanto a determinacdo da concentracdo de ConA, a ser imobilizada da camada lipidica,
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foram realizadas previamente através de um estudo de otimizacdo. Isto porque, é de
extrema relevancia a obtencao de alto grau de homogeneidade da camada lipidica, a fim
de diminuir a possibilidade de formacdo de defeitos na monocamada e,

consequentemente proporcionar maior quantidade de sitios para a posterior interacao

com a lectina. Desta forma, 5uL da solugdo contendo lipossomas foi exposta na superficie
do eletrodo por incubac¢do nos tempos de 10, 15 e 30min sendo analisado por VC e EIE
(Fig. 16a e 16b). Podemos observar que com o aumento do tempo de exposicdo da camada
lipidica na superficie do eletrodo ocorreu diminuicdo consideravel da distancia entre os

picos de oxidac¢ao e reducao.

O diagrama de Nyquist revela que a presenca do lipidio no tempo de 10 min
aumentou a resisténcia a transferéncia de carga. A partir de 15 min, o aumento da
resisténcia a transferéncia de carga tornou-se pouco expressivo e, desta forma, optou-se
pela utilizacao deste tempo nos experimentos subsequentes. Apds a otimizacao do tempo
de exposicdo do lipossoma na superficie do eletrodo, iniciamos o estudo da otimizac¢ao da
imobiliza¢do da lectina Con A sobre a camada lipidica. Dessa forma, 1 mL de ConA diluida

em PBS 10 mM (pH 7,4) em diferentes concentragoes (3,12; 6,25; 12,5;

25 e 50ug/mL) foi incubada durante 15 min e, posteriormente, as respostas por EIE e VC

foram analisadas.
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Figura 16. Voltamograma ciclico (a) e diagrama de Nyquist (b) da variacao do tempo de

exposicao dos lipossomas na superficie do eletrodo.
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De acordo com a Figura 17a e 17b, observa-se que o aumento na concentracdo de

ConA é proporcional ao aumento da imobilizagdo sobre a camada lipidica. A maior

concentracdo analisada (50pg/mL) proporcionou uma redugao acentuada das correntes

de pico de oxi-reducao, correspondendo a uma diminuicdo da corrente de pico de

oxidacao de 2,84 x 107 (inicialmente) para 1,44x107° e uma diminuicao da corrente de

pico de reducgdo de -2,24x107 para -1,57x107.
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Figura 17. Voltametria ciclica (a) e Diagrama de Nyquist (b) da variacao da concentracao

de ConA na superficie do eletrodo modificado com a membrana lipidica.
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3.3.3. Deteccdo eletroquimica de glicoproteinas presentes no soro

A Fig. 18a-c demonstra a resposta por VC do sistema sensor lipidio-ConA apés a
exposicao a seis dilui¢des diferentes de cada sorotipo (1:10, 1:250, 1:500, 1:1000, 1:1500
e 1:2000). Observa-se uma diminuicao gradual da corrente em funcdao do aumento da
concentracdo de soro de dengue. Uma reducdo mais expressiva na resposta
amperométrica ocorreu para o soro infectado com dengue DENV2 e DENV3. A redugdo da
corrente esta correlacionada com a intensidade do complexo que se forma entre ConA-
glicoproteina na superficie do transdutor. A Fig. 19a-c exibe as impedéancias real e
imaginaria do biossensor em diferentes dilui¢cdes do soro. Os resultados estao de acordo
com andlise de VC e apresentaram maiores valores de resisténcia a transferéncia de carga

para os sorotipos DENV-2 e DENV-3 em compara¢dao com DENV-1.
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Figura 18. Voltametria ciclica do sistema lipidio-ConA apds a exposicao de diferentes

diluicdes do soro DENV-1 (a), DENV-2 (b) e DENV-3 (c).

A Figura 20a apresenta os resultados do CV da resposta do sistema sensor apds
exposicao a diluicdo 1:10 do soro contaminado com diferentes sorotipos incluindo a
resposta do soro na auséncia de infec¢ao, a fim de avaliar a especificidade do biossensor.
Observa-se uma redugdo expressiva do pico anddico e catédico na presenca do soro
infectado e que esta reducdo é mais notavel para a infeccdo pelo sorotipo DENV-3. A razdo
pela qual ocorre reducao do pico anddico e catddico reside no fato de o complexo lectina-
glicoproteina agir como uma camada bloqueadora a transferéncia de carga o que dificulta

a difusao de fons da sonda redox para a superficie do eletrodo.
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Figura 19. Diagrama de Nyquist do sistema lipidio-ConA apds a exposicao de diferentes

diluicdes do soro DENV-1 (a), DENV-2 (b) e DENV-3 (¢).

Dessa forma, o biossensor lipidio-ConA-Au apresentou a capacidade reconhecer
glicoproteinas no soro infectado por DENV-1, DENV-2 e DENV-3 na seguinte intensidade

de resposta DENV3 > DENV2 > DENV1.
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Figura 20. Voltametria ciclica (a) e Diagrama de Nyquist (b) da interacdo do biossensor
com o DENV-1, DENV-2, DENV-3 e soro negativo. Diluicdo dos soros (1:10). Circuito

equivalente utilizado para o ajuste das medidas de impedancia (c).

A Figura 20b mostra o diagrama de Nyquist e os correspondentes ajustes obtidos

a partir do circuito equivalente (Fig. 20c). O aumento no Rct foi observado apés a

exposicao do sensor aos soros contaminados com DENV-1, DENV-2 e DENV-3. O elemento

Rct neste estudo serve como um parametro da resposta sensora na detec¢do da

presenca de infeccdo por dengue. O circuito equivalente esta representado pela

resisténcia da solucao (RQ2), a resisténcia a transferéncia de elétrons (Rct) e a
impedancia de Warburg (W) como os principais elementos. Além disso, a capacitancia da
dupla camada (Cdl), a resisténcia da camada de lectina (R) e capacitancia da membrana
lipidica (Cm) também foram levados em consideragdo. O Rcr depende da

caracteristica dielétrica da interface eletrodo/solucdo, por outro lado a W e RQ
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representam as propriedades da solucdo eletrolitica. O Rcr representa a cinética de
transferéncia de carga da sonda redox na superficie do eletrodo e altos valores de Rcr
estdo associados com bloqueio na superficie do eletrodo. Em nosso estudo, as mudancas
na Rcr foram mais relevantes quando comparada com os outros componentes da
impedancia. A Tabela 1 demonstra os elementos do circuito equivalente tanto nas etapas
de preparacao de biossensor como em sua subsequente interagdo com glicoproteinas do
soro presente em pacientes infectados com dengue (sorotipos 1, 2 e 3). Nossos resultados
revelaram diferentes respostas para cada sorotipo. Os maiores valores de Rcr

foram obtidos para DENV3 possivelmente devido a maior indug¢do na expressao de

glicoproteinas no soro de pacientes contaminados por dengue permitindo, desta forma,

um maior nimero de moléculas ligadas a ConA
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Tabelal. Valores dos elementos do circuito equivalente originado do ajuste obtido

através dos resultados de impedancia do biossensor eletroquimico.

Camada Cdl (nF) Rct (kQ) w RQ () C (nF) RQ ()
Eletrodo 230+ 4,31 0,3+0,05 566+134 77+3.21 11,3 +£1,32 728+ 3,54
Lipidio (Lip) 1160 + 11 13+£0,94 9,87 +1,85 1244742 9,36 £1,27 740+ 5,32
Lip-ConA 906 + 14 17,5+1,17 272+3,05 190+593 13,8 £2,31 681+ 6,72
Lip-ConA-soroDENV-1
Lip-ConA-sDENV-1 (1:10) 775 +5,29 30,5+£2,74 551+456 150+4,25 532+1,35 782+ 3,41
Lip-ConA-sDENV-1 (1:250) 560 + 4,75 24,4+385 32,2+4,23 208zx3,12 6,18 £1,56 712+ 7,64
Lip-ConA- sDENV-1 (1:500) 564 5,21 23,3+£2,01 326+£240 217%6,23 511+1,26 733+£9,43
Lip-ConA- sDENV-1 (1:1000) 874 + 6,83 22,7+2,74 353%257 186%4,72 4,27 +1,24 804+ 5,36
Lip-ConA- sDENV-1 (1:1500) 10706 209+254 253+259 188+5,30 2,98 +0,63 687+ 7,49
Lip-ConA- sDENV-1 (1:2000) 1060 * 8,4 19,7+1,39 29312 120 £ 4,16 13,7 £ 1,64 600+ 6,28
Lip-ConA-soroDENV-2
Lip-ConA- sDENV-2 (1:10) 650+ 6,75 32,3+£1,73 56+%327 151+£234 596+0,74 802+ 9,42
Lip-ConA- sDENV-2 (1:250) 622 +9,04 30,8+3,74 44+414 235+4,03 515+1,15 601+ 13,75
Lip-ConA- sDENV-2 (1:500) 713 £8,12 263+4,01 36%294 336 +£5,92 6,42 + 1,64 863+ 18,39
Lip-ConA- sDENV-2 (1:1000) 738 +7,55 258+£392 46,1+391 311%6,73 9,17 +1,73 833+ 20,34
Lip-ConA- sDENV-2 (1:1500) 755+7,46  21,5+2,79 382+2,06 302+5,12 11,2 £ 2,27 865+ 15,57
Lip-ConA- sDENV-2 (1:2000) 1340+ 13 21,1+£4,15 224+278 104+439 999+2,03 678+ 5,23
Lip-ConA-soroDENV-3
Lip-ConA- sDENV-3 (1:10) 432 +8,01 484+268 61,4+512 118+2,63 10,13+ 1,86 768+ 8,43
Lip-ConA- sDENV-3 (1:250) 945+ 9,42 383+3,08 405+2,01 126+2,74 549+1,04 804+ 13,79
Lip-ConA- sDENV-3 (1:500) 699 =10 275+236 524+198 218+3,65 6,14 +1,43 955+ 17,32
Lip-ConA- sDENV-3 (1:1000) 998 +£9,32 26,1+2,59 458%435 240+4,95 11,90 + 2,57 984+ 7,31
Lip-ConA- sDENV-3 (1:1500) 1160 + 14 254+2,77 44+3,64 113+4,54  7,41+1,58 833+7,8
Lip-ConA- sDENV-3 (1:2000) 1080 +12 22,1+£3,05 331+231 162+4,69 15,96 + 2,41 643+9,36
Lip-ConA-soroNegativo
Lip-ConA-sNeg (1:10) 474556  244+263 87,7+634 121+254 7,15+14 698+ 4,53
Lip-ConA-sNeg(1:250) 987 + 7,37 243+504 562+293 111+3,71 8,95 +1,52 744+ 4,28
Lip-ConA-sNeg(1:500) 948 + 8,77 23,8+4,26 26,1+324 115+2,63 7,53 +1,36 860+ 8,54
Lip-ConA-sNeg(1:1000) 957 +6,93 22,2+3,85 289%274 117+2,68 7,64 0,93 801+ 6,04
Lip-ConA-sNeg (1:1500) 1070 + 10 20,1+592 295+149 118+257 85+1,34 741+ 2,51
Lip-ConA-sNeg (1:2000) 1130 + 14 18 £ 7,42 309+2,59 113 +2,65 8,75 + 1,62 732+ 5,63

0 desempenho do biossensor na detecg¢do de glicoproteinas de dengue foi

avaliado através da variacao relativa do parametro (ARct). Esta variacao pode ser

calculada de acordo com seguinte expressao:

AR (%) =

Rer (ConADENVorotins )~ Rer (Cond)

X 100

Rer(Cond)

Eq.3
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Em que, Rcr (ConA) é o valor da resisténcia a transferéncia de elétrons do eletrodo

modificado lipidio-ConA-Au. Rcr(ConADENVsorotipo) € o valor da resisténcia a

transferéncia de elétrons do sistema lipidio-ConA-Au apés a exposicdo ao soro do paciente

contaminado com dengue 1, 2 e 3. 0 ARct% claramente aumenta com o
aumento da concentragao do soro infectado. A maior resposta ocorreu, em valores
aproximados, na infeccao por DENV-3 (ARct = 180%), seguida pelo DENV-2 (ARct =

80%) e DENV-1 (ARct = 60%), estes resultados indicam que a interacdo entre a lectina

ConA e as glicoproteinas presentes no soro infectado com dengue pode ser detectada pela

superficie do eletrodo modificado (Fig. 21). Nao foram observadas respostas significativas

diante da exposi¢do ao soro negativo.
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Figura 21. ARCT% do biossensor apds a exposicdo de diferentes sorotipos (DENV-1,

DENV-2 e DENV-3) e controle nas dilui¢ées 1:10 a 1:2000.
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Além disso, a reprodutibilidade do sistema biossensor foi avaliada a partir da

resposta do ARcr em trés pacientes diferentes para cada sorotipo e cada um foi testado
em um biossensor individualmente (n = 3), valores aceitaveis de R.S.D. (do inglés relative
standard deviation) foram encontrados (5,73%, 5,43% e 4,89% para DENV-1, DENV-2 e
DENV-3, respectivamente).

ConA potencialmente de liga as particulas de dengue (DENV-1, DENV-2 e DENV-3)
no dominio III da proteina E do virus a qual contém dois potenciais locais de ligacdo ao
carboidrato em N-67 e N-153, enquanto a maioria dos outros flavivirus apresenta apenas
um unico local de glicosilagdo no sitio N154 (CHAMBERS et al, 1990; HEINZ e
ALLISON,2003). MABALIRAJAN et al. (2005) demonstraram que DENV-1 e DENV-3 estao
associados a dengue hemorragica em infec¢des primdrias, enquanto que DENV-2 e DENV-
4 s6 foram associados com dengue hemorragica na infeccao secundaria. Além disso, em
resposta a infec¢do por dengue, existe a produc¢do de mediadores inflamatdrios que estdo
envolvidos na progressdo da doenca. Exemplo deste efeito é a ativacdo do sistema
complemento (C3 e C5B) envolvidos no aumento da permeabilidade em casos graves de
dengue. Os niveis dos complementos C3 e C5b, bem como outras glicoproteinas
plasmaticas, ja se encontram aumentados em eventos primarios associados com DENV-3.
Da mesma forma que outras glicoproteinas presentes no soro de pacientes contaminados
por dengue, C3 contém carboidratos com elevado teor de manose, consequentemente

apresentam maior interag¢do especifica com a lectina ConA (MIKI et al., 1986).
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3.3.4. Caracterizacao piezoelétrica do sistema sensor Lec-ML-eletrodo de ouro
Neste estudo, MPTS foi utilizado com o objetivo de criar uma camada altamente
organizada (SAM) e ao mesmo tempo hidrofébica. Desta forma, quando vesiculas
fosfolipidicas entram em contato ocorre a formacao espontanea de monocamada lipidicas
com as suas cadeias hidrofébicas em contato com a superficie modificada do SAM e a
porcao hidrofilica em contato com o ar (MEUSE et al., 1998). O estudo da interacao entre
a proteina ConA e lipidios tem sido extensivamente estudada, e inclusive pelo método do

QCM (PEI et. al., 2005; MORI et al., 2009; PEDROSO et al., 2008).

Na obtencdo do biossensor, inicialmente foi realizado o estudo da saturacao da
camada de biorreconhecimendo molecular de Con A (Fig 22.). Os nossos resultados
revelam uma correlagdo positiva entre concentracdo de lectina e a variacdo da frequéncia

de ressonancia do cristal de quartzo (Af) Desta forma, na medida em que a

concentracdo aumenta de 2,7 a 16,2 uM, a variacdo de frequéncia aumenta

progressivamente de 218,21 Hz para 246,09 Hz, a partir de quando permanece

constante com o aumento da concentracdo. Contudo, a partir de 21,6 puM ocorre
diminuicdo da variagdo de frequéncia para 239,72 Hz. Este fendmeno ocorre
possivelmente devido ao fato de ocorrer impedimento estérico entre as moléculas de Con

A alterar a cinética de adsor¢ao, favorecendo a dessorg¢do das moléculas de Con A.

Assim, a concentracdo de 16,2 uM corresponde ao estado ideal de equilibrio nas condicoes

analisadas.
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Figura 22. Estudo da variacao da frequéncia com o aumento da concentracao de

Concanavalina A.

Nas condi¢des experimentais, a monocamada constituida por fosfatidilcolina (PC)

se encontra no estado fluido, uma vez que a sua temperatura de transicdo de fase (Tm) é
entre -15 e -7 "C (NEW, 1990). Neste estado, proteinas ligadas a superficie tendem a

oferecer resisténcia ao equilibrio e consequentemente espera-se que ofereca resisténcia
a variacdo de frequéncia. No entanto, que houve aumento expressivo da variacao de
frequéncia na medida em que se aumenta a concentracao de Con A, sugerindo a alteracao
na fluidez proporcionada pelas condigdes experimentais, favorecendo a imobilizacdao da

proteina.

Apesar da monocamada de lipidio e Con A ndo ser considerada um filme rigido, de
acordo com Hook et al. (2001), a equacao de Sauerbray (Eq. 4) pode ser utilizada para

sistemas biomoleculares nao-rigidos e inclusive para bicamadas lipidicas.
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Am = ZAf Fq. 4
On

Em que, Cs corresponde ao coeficiente de sensibilidade (17, 7 ng.Hz'lcm'z) para um

cristal de quartzo de 5MHz e On é 0 nimero harmonico.

Desta forma, relacionando a variagao de massa com a concentracao de Con A (Fig.

23) podemos observar que a concentracdo de 2.7 uM de Con A induz uma variagao de

frequéncia de oscilagdo do cristal de quartzo a qual corresponde a 3,86 pg.cm'z, jana

saturacio este valor aumenta para 4,35 pg.cm™2,

4,4+

43-

42-

Am (ug cm-2)

4,0~

3,94

3'8 T T T T T T T T T
0,0 2,7 5,4 81 108 135 162 189 216 243

[Concanavalin A] uM

Figura 23. Variacao da massa em fun¢do da concentracdo de Concanavalina A.
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A eficacia do reconhecimento molecular do biossensor MPTS-DPPC-ConA foi
avaliada por exposicdo a ovalbumina. Ovalbumina é uma glicoproteina contendo cerca de

2% da manose (ZHANG et al., 2006) e quatro locais de glicosilagdo (LIS et al., 1998).

De acordo com a Figura 24 podemos observar que com o aumento da

concentracdo de ovoalbumina de 0,5 a 3,0 uM ocorreu maior variacdo da frequéncia de
ressonancia do cristal de quartzo. Tal comportamento é devido a diminuicdo gradual da
frequéncia do mesmo diante da interacdo entre a proteina Con A e a ovoalbumina, sendo

que esta variagdo ocorreu na faixa de 260 Hz a 335 Hz.

340
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3201
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N 300T
T d
u P
L 290]
2801
270
2601
1 £ T v 1 v 1 Y T x 1 Y 1
250
0.0 05 1,0 15 2.0 25 3.0 35 40

[Albumina] pM

Figura 24. Variacao da frequéncia em fun¢do da concentracao de ovoalbumina.

Este comportamento estd de acordo com a isoterma de Langmuir. Neste modelo, a

variacdo da frequéncia no equilibrio esta relacionada com a concentragdo do ligante



(Equacdo 5) (PEDROSO, 2008).
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[ & C 1 1
M Mo | M Ka Eq. 5

onde Af é a variacdo da frequéncia de equilibrio, C é a concentracdo de ConA, Afmax é a
mudanca de frequéncia quando a C é infinita e Ka é a constante de afinidade aparente. Ka
é dada pela relacao entre o coeficiente angular e coeficiente linear (PESQUERO et al.,

2008).

A partir da figura 24 é possivel tragar uma regressao linear relacionando C/AF em

funcao de C. Dessa forma, a Ka da interagdo de ConA-ovalbumina encontrada

corresponde a Ka = 2,79 x 108 M-1, Este resultado est4 de acordo com a literatura onde
as constantes de afinidade de lectina por polissacarideos ou glicoconjugados foi
calculadas por diferentes técnicas encontradas com valores na ordem de 105-107 M1

(ZHANG et al,, 2006).

3.3.5. Deteccdo piezoelétrica de glicoproteinas presentes no soro

O reconhecimento de carboidrato tem sido alvo das pesquisas envolvendo
biossensores (ZENG et al., 2012). Nas fases iniciais da infec¢do pelo virus do dengue, ha
um aumento na expressao de glicoproteinas especificas no soro (XU et al., 2006). No

presente estudo, o biossensor contendo lectina foi exposto a seis inje¢des sucessivas de

300 pL da diluigao 1:1000 (v/ v) do soro do paciente infectado com DENV-1, 2, 3 e

negativo (Figura 25).
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Figura 25. Variacdo de frequéncia do cristal de quartzo apds a exposicao de diferentes

camadas contendo 300 uL da diluicao 1:1000 do soro da dengue contaminado com DENV-

1 (a), DENV-2 (b), DENV-3 (c) e Nao contaminado (d).

Foi possivel observar que com o aumento da quantidade de camadas do soro

infectado na superficie do cristal ocorreu um aumento na variacdo da frequéncia de

ressonancia do cristal piezoelétrico para todos os sorotipos analisados e que esta resposta

apresentou correlagdo com o ndmero de camadas do soro em contato com as camadas de

biorreconhecimento molecular da lectina. No entanto, a andlise piezoelétrica refletiu um

comportamento distinto ao observado na impedancia. Podemos destacar que
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foi observada uma variacao de frequéncia similar para os diferentes sorotipos de dengue
testados, sendo obtida como padrao de resposta a sequéncia DENV-1 (AFmax = 277 Hz)

> DENV-3 (AFmax = 267) >DENV-2 (AFmax = 260 Hz) com diferenca reduzida entre os

sorotipos avaliados, porém, mais elevado quando comparado ao controle AFmax = 251Hz.
A analise estatistica pelo teste t de Student revelou que a resposta de cada biossensor na
presenca do DENV é estatisticamente distinta da resposta na auséncia de infecgdo
(controle) no intervalo de confianca de 95% (P<0,05). Este dado destaca que o sensor
piezoelétrico foi capaz de identificar apenas a presenca ou auséncia na infeccdo por
dengue o que reforga a aplicagdo da ferramenta impedimétrica para investigar a diferenca

de resposta entre DENV-1, DENV-2 e DENV-3.

Quando ocorre interacdo de moléculas com a superficie do cristal de quartzo
ocorre uma perturbacdo mecanica e consequentemente alteracdo na impedancia
(BANDEY et AL, 1999). O comportamento elétrico do cristal de quartzo (corte AT)
utilizado em um equipamento de QCM pode ser representado através do modelo elétrico

de Butterworth-van Dyke (BVD) (KANNISTO et al.,, 2009) (Fig. 26).

[
e

R L Cl_

Figura 26. Circuito equivalente de Butterworth-van Dyke.
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Onde, Co corresponde a capacitancia estatica do cristal; Rm (resistor) a dissipacao de

energia devido ao contato do cristal com solucdo; Cm (condensador) corresponde a
energia armazenada na oscilagdo e esta relacionada com elasticidade do quartzo e do
meio circundante; L (indutor) é referente ao componente inerte de oscilacdo e esta
relacionado com a massa depositada durante a vibracao.

De acordo com Luklum et al. (2000) a impedancia acustica relaciona-se

diretamente com a varia¢ao de frequéncia e variacdo da resisténcia, como seguem:

Af Im(Zy )
f TZeq Eq. 6

Onde,

Af =Variacado de frequéncia

f=Frequéncia de ressonancia do cristal

Im(Z.) = Impedancia acdstica imaginaria

Zeq = Impedancia do cristal de quartzo (pquq)l/2

pq= Densidade do cristal (2,65 g.cm'3) para cristais de corte AT e f=5MHz;

liq = Constante elastica (2,947><1O11 g.cm'l.s'z).
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Figura 27. Impedancia acustica imaginaria (Im Z1) do sensor apds exposicao a seis injecoes
consecutivas da diluicdo 1:1000 dos soros contaminados com DENV-1, DENV-2, DENV-3 e

controle.

A Figura 27 representa a relacdo entre a impedancia imaginaria (ImZ.) com a

quantidade de inje¢des realizadas na diluicdo 1:1000 dos soros dos pacientes
contaminados com DENV-1, DENV-2 e DENV-3. A partir da Figura 29 podemos observar

que o DENV-1 apresentou os maiores valores de impedancia imaginaria (144 a 155

Pa.S.m'l) quando comparado ao sorotipo DENV-2 e DENV-3, os quais variaram de 139 a

144 PaSml. Os resultados obtidos demonstram que a resposta do biossensor

piezoelétrico, ap6s a exposicao ao soro de pacientes contaminados com dengue, altera a
capacitancia da dupla camada, quando comparado a exposicdo do soro na auséncia da

infeccdo, sendo mais expressivo no soro contaminado com DENV-1.



61

A capacidade de reconhecimento de glicoproteinas pelo sistema sensor em todas
as amostras do soro contaminado e a sua baixa expressao diante do soro ndo contaminado
podem ser explicadas pelo fato de que mesmo em estagios iniciais da doenga acorrer o
aumento destas glicoproteinas quer seja pela prépria constituicdo das particulas virais,
quer seja pela inducao de mediadores inflamatérias (DUSSART atal, 2006). A intensidade
da resposta imune ird depender de uma variedade de fatores tais como a viruléncia do
sorotipo, o gendétipo do virus e a presenca de anticorpos pré-existentes, um fator de risco
para as formas mais severas da doenca. Apesar de cada sorotipo DENV ser considerado
uma entidade filogeneticamente e com caracteristicas distintas in vivo (SU, 2003), sabe-
se que uma infeccdo primaria dos sorotipos DENV-1 e DENV-3 é em geral mais grave em
comparacao com outros sorotipos DENV-2 e DENV-4 (FERREIRA et al., 2010). Os
resultados obtidos com o biossensor piezoelétrico reforcam a potencial aplicabilidade de
um método diagnoéstico qualitativo, simples, de baixo custo e em tempo real da infecgdo

por dengue.
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CAPITULO 4 -

CAPITULO 4. DESENVOLVIMENTO DE UMA PLATAFORMA AUTO-ORGANIZADA
LIVRE DE MARCADORES CONSTITUIDA POR NANOPARTICULAS MODIFICADAS COM
ACIDO MERCAPTOBENZOCO E ANTICORPO PARA A IDENTIFICACAO DOS
SOROTIPOS DA DENGUE (DENV-1, DENV-2, DENV-3 E DENV-4
4.1. Introducao

Neste capitulo abordaremos o estudo da obtencdo de um imunossensor
eletroquimico especifico para cada sorotipo do virus da dengue (DENV-1, DENV-2, DENV-
3 e DENV-4). Para este fim, monocamadas auto-organizadas de cisteina e nanoparticulas
de ouro modificadas com acido mercaptobenzdico foram utilizadas na imobilizagdo de
cada anticorpo sorotipo especifico. A sensibilidade foi avaliada por diferentes diluicoes do
virus da dengue (1:10; 1:25; 1:50; 1:75 e 1:100) e a especificidade do imunossensor foi
investigada através da exposicdo ao virus da febre amarela (VFA) como controle negativo,

uma vez que é um virus da mesma familia do DENV. Analises da morfologia das diferentes

etapas do biossensor foram obtidas por microscopia de varredura.

4.2. Materiais e Métodos

4.2.1. Material

Cisteina (Cis), ferriacianeto de potassio (K3[Fe(CN)s]), ferrocianeto de potassio
(K4[Fe(CN)s]), 4- acido mercaptobenzdico (4-MBA), citrato de sddio, acido
tetracloroaurico (HAuCl4), N-hidroxisulfosuccinimida (NHS), 1-etil-3-(3-

dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) foram obtidos da Sigma Chemical Co. (St Louis,
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USA) e utilizados como recebidos. O virus da dengue, os anticorpos especificos para cada
sorotipo e o virus da febre amarela foram obtidos do departamento de virologia e terapia
experimental do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhaes - Fiocruz (Brazil). Tampao fosfato
salino (PBS, pH 7.4) foi utilizado para preparar a sonda redox, solugdes e dilui¢des. Agua
ultrapura foi obtida do sistema de purificacao (Millipore-Synergy). Todos os solventes e

reagentes quimicos foram de grau analitico e utilizados sem purificacdo prévia.

4.2.2. Preparacao de nanoparticulas de ouro modificadas com 4-acido

mercaptobenzoico (NpAu-AMB)

Nanoparticulas de ouro (NpAu) foram sintetizadas de acordo com a metodologia
de ZHOU et al. (2011). A metodologia é baseado na diluicao de 1mL de acido cloroaurico
(HAuCl4 ) em 99 mL de agua, seguida pela adicao de 4 mL de citrato de s6dio 1% e
mantida a 60°C por 35 minutos. Posteriormente, as NpAu foram entdo diluidas em agua
1:4 (v/v) e depois 0.2 mL de AMB (10'3M) foi adicionado ao sistema que foi mantido sob

agitacdo magnética por 2h em temperatura ambiente. O tamanho de particulas e o
potencial zeta foram avaliados antes e apd6s a modificacio quimica das particulas

utilizando um equipamento zetasizer Nano ZS90 (Malvern instruments, England).

4.2.3. Obtenc¢ao do imunossensor

Inicialmente, o eletrodo de trabalho de ouro foi limpo por uma sequencia de
etapas que incluem: polimento com pasta de alumina (a-Al203, 0,05 pm), lavagens com
agua ultrapura, seguida por ultrasonicacdo em agua deionizada por 5 min. Apds esta

etapa, 5 uL. de uma solugdo de cisteina (30mM) foi adsorvida na superficie do eletrodo
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pelo método drop coating por 15 min e entdo lavado com PBS a fim de remover as

moléculas que ndo adsorveram na superficie. Posteriormente, o grupo funcional amina

da cisteina foi ativado utilizando 2 pL de uma mistura de EDC 0.4M e NHS 0.1M (1:1,

v/v) em contato com a superficie do eletrodo por 10 min. Em seguida, 5 pL de
nanoparticulas de ouro funcionalizadas com acido mercaptobenzoico (NPAu-AMB) e
incubadas na superficie do eletrodo por 60 min, novamente ativados com EDC:NHS e

adicionados 2 uL de anticorpo (1:50) por 40min. A avaliacao da resposta do sistema

imunossensor foi realizada por exposicdo de 2 uL de diferentes dilui¢des (1:10; 1:25;
1:50; 1:75 e 1:100) do virus DENV-1; DENV-2; DENV-3; DENV-4 em PBS, expostos por
20min. Cada camada do imunossensor foi previamente otimizada em relagdo ao tempo e
concentracdo e todas as medidas foram realizadas em triplicata a temperatura ambiente.
A Fig. 28 representa a ilustracao esquematica da plataforma sensora.

A resposta foi obtida utilizando o potenciostato PGSTAT 128N (Autolab, Eco
Chemie, The Netherlands), utilizando um sistema de trés eletrodos, ou seja o eletrodo de

trabalho de ouro, eletrodo de platina como contra-eletrodo e um eletrodo de referéncia

de Ag/AgCl. Na voltametria ciclica (VC) foi utilizada uma velocidade de varredura 50
mV.s~1 e potencial variando de -0.2 a 0.7 V. As medidas de impedancia foram realizadas
na faixa de frequéncia de 100 mHz a 100 kHz e a uma amplitude de onda senoidal de 10
mV. A sonda redox utilizada foi K4[Fe(CN)s]* /K3[Fe(CN)6]3~ (1:1) em 10 mM em PBS.

Todas as medigdes foram realizadas em triplicata, a temperatura ambiente e no interior

de uma gaiola de Faraday.
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Figura 28. Representacdo esquematica da construcao do imunossensor eletroquimico

(Fonte: do autor, 2015).

4.3. Resultados e Discussio

4.3.1. Funcionalizacdo da nanoparticula de ouro

A funcionalizacdo das nanoparticulas de ouro com o acido mercaptobenzoico
(NpAu-AMB) foi avaliada por medida de tamanho de particula e do potencial zeta. Foram
investigados tanto antes quanto apo6s a modificagdo das NpAu (figura 29a e 29b), onde
podemos observar que antes da modificacdo, as NpAu apresentaram um tamanho médio
de 9,36 nm * 12,35 e que apds a modificacdo das particulas com AMB o tamanho médio
aumentou para 16,83 nm * 0,49. Além disso, de acordo com a Fig. 30a e 30b, podemos
observar que as NpAu apresentaram um potencial zeta (¢) de (-25,5 £ 17,7) mV e ap6s a
modificagdo com AMB o potencial zeta continuou negativo, porém com menor intensidade
com aproximadamente (-12,6 £9,44 ) mV. O AMB se liga na superficie da NpAu via

grupamento -SH deixando livre o grupo funcional ~-COOH (ZHOU et al., 2008).
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Figura 29. Distribuicdo do tamanho de particula das NpAu (a) e das NpAu-AMB (b).
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4.3.2. Caracterizacao eletroquimica das etapas de obteng¢do do imunossensor

Apesar das vantagens atribuidas aos sensores eletroquimicos, o seu desempenho
pode ser potencializado por modificacdo da sua superficie, o que promove reducao da
passivacdo de sua superficie que se da principalmente por produtos e subprodutos da

reacdo de oxirreducdo. Na obtencdo do imunossensor, o aminoacido L-cisteina

(SHCH2CH(NH*3)C0™2), o qual apresenta ponto isoelétrico 5,0, foi utilizado na

modificacdo da superficie do eletrodo de ouro. Camadas automontadas de cisteina tem
sido extensivamente relatadas na literatura na obtenc¢do de biossensores (YANG et al,,
2001; HERNANDEZ et al., 2003; PAULO et al., 2011) principalmente porque apresentam
grupamentos funcionais -sulfidrilico, amino e carboxilico. Além disso, estudos apontam
que a cisteina adsorve rigidamente na superficie de ouro e o processo é considerado
relativamente rapido (SANTOS et al.,, 2012; HERNANDES, VICENTE, HERNANDES, 2003).
Ao grupamento funcional amino da cisteina foi ligado o grupamento carboxilico presente
no sistema NpAu-AMB via ativacdo por EDC:NHS, formando uma ligacdo amida. A fim de
otimizar a concentracdo e o tempo de exposicdo da molécula de cisteina na superficie de
ouro, foram realizados estudos por voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia
eletroquimica.

Na figura 31a observamos o voltamograma ciclico e diagrama de Nyquist para as
diferentes concentrac¢des de cisteina (10; 20, 30, 40, 50, 60 e 70 mM), onde podemos
observar que o aumento da concentracdo de cisteina proporcionou redu¢do pouco

expressiva nos picos de oxidacdo e de reducdo dos voltamogramas, para a concentracao

10 mM (34,4 e -28 pA respectivamente) e para a concentragao 70 mM (29 e -30 puA

respectivamente). Pode-se destacar que mesmo em altas concentracdes da cisteina esta
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camada e os ions provenientes da sonda redox apresentam a caracteristica de processo
reversivel limitado por difusao.

No espectro da impedancia versus a concentracao de Cisteina (figura 31b), por sua
vez, ap6s a adicdo da molécula de cisteina, observamos um aumento gradual tanto da
componente resistiva do sistema quanto da componente capacitiva e consequentemente
da impedancia total. O componente resistivo (Z’) variou de 3563 (1 (concentracao 10mM)
a 4200 £ (concentragao30mM) ,mas a partir desta concentragdo o aumentou mostrou-se
pouco expressivo. Além disso, em altas concentragdes observamos a diminui¢do do
processo difusional nas regides de baixa frequéncia. Estes resultados demonstram
efetividade na imobilizacdo da cisteina no eletrodo de ouro e para fins de obteng¢do do

imunossensor utilizamos a concentracdo de 30mM.
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Figura 31- Voltamograma ciclico (a) e Diagrama de Nyquist (b) da etapa de otimiza¢ao

da concentragdo de Cisteina no imunossensor.
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Ap6és esta etapa, avaliamos a resposta eletroquimica da concentragio 30mM em
diferentes tempos de incubacgdo (5, 10, 15,20 e 25 min) como demonstrado pelas analises

de VC e EIE (Figs. 32a e 32b, respectivamente).
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De acordo com os dados de VC observamos o que o aumento do tempo de

imobiliza¢do da cisteina no eletrodo de ouro diminuiu a passagem de corrente tanto nas

areas anodicas quanto catddicas até o tempo de 15 min (3,36 x107°a-2,95 x10™> uA) onde

a partir deste tempo, as moléculas de cisteina imobilizadas na superficie do eletrodo
tendem a estar menos estaveis quando em contato com a sonda redox o que favorece o
processo de dessorc¢ao e consequentemente facilita a passagem da corrente. Os espectros
EIE (Fig. 36b) demonstram aumento da Rct com o aumento do tempo de

incubacao da cisteina de 2092 Q (10 min) para 3115 Q (15 min), porém, apds o tempo de
15 min esta variagdo se tornou menos expressiva, sendo entao utilizada na obteng¢ado do

imunossensor.

Apés a formagdo de camada auto-organizada de Cisteina, grupamentos aminos
terminais (-NH2) da Cisteina foram ligados covalentemente ao grupamento carboxilico
do AMB presente na NpAu via ativacdo com EDC:NHS. A otimizacdo do tempo de contato
das NpAu-AMB com a superficie modificada com Cisteina foi avaliado por (VC e EIE), os
tempos analisados foram 10, 20, 30, 40, 50, 60 min (Fig. 33a e 33b). Apds a ativacdo com
EDC:NHS, observa-se acimulo de espécies eletroativas na superficie e consequentemente
facilidade a passagem da corrente ndo-faradaica. A imobilizacio da NpAu-AMB
proporciona uma discreta diminuicdo das correntes de pico e estd relacionada a presenga
do anel aromatico no MBA o qual facilita o acoplamento de fluxo de elétrons na interface
eletrodo-solucao (COSTA et al, 2014; WANG et al, 2011). Com o aumento do tempo de
imobilizagdo das NpAu-AMB para 60min, observamos uma expressiva diminui¢cdo das
correntes de picos anddica e catddica. Para o tempo de 60min
a corrente de pico de oxidacao foi reduzida de 45 pA (10min) para 24uA, ja a corrente de

pico de redugao apresentou valores de -43 pA (10min) e -28 pA (60min) (Fig. 33a).
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Além disso, de acordo com os resultados obtidos por espectroscopia de
impedancia eletroquimica (Figura 33 b) houve um aumento expressivo da propriedade
de resisténcia a transferéncia de carga com o aumento do tempo, onde com 60min o Rct
apresentou o valor de 3711 (. Desta forma, este tempo foi utilizado na imobilizacdo de
NpAu-AMB na plataforma do imunossensor. A utilizagdo de NpAu na plataforma
biossensora contribui para a resposta analitica uma vez que por ser particulas
nanomeétricas de metal nobre que apresentam alta relacdo entre superficie e volume e alta

energia de superficie (GUO E WANG, 2007; PINGARRON et al., 2008).

4.3.3. Deteccdo eletroquimica do imunossensor

Na Figura 34 o comportamento eletroquimico dos anticorpos (Anti DENV-1, Anti
DENV-2, Anti DENV-3 e Anti DENV-4) e a reposta apds a exposicdo dos diferentes
sorotipos da dengue nas dilui¢cdes (1:10; 1:25; 1:50; 1:75 e 1:100) estdo sendo
representadas por VC. Podemos observar que para todos os sorotipos analisados a
interagdo do anticorpo com o virus forma imunocomplexos de natureza ndao condutiva o
que dificulta a passagem da corrente faradaica da solucdo para o transdutor. A resposta
do imunossensor é ainda proporcional a quantidade de virus em contato com a

plataforma sensora. Em relagdo ao DENV-1, observamos que as correntes de pico

anddica e catddica correspondem respectivamente a 1,39 x10°A e -1,13 x107°A (diluicao
1:100) e com o aumento da concentragdo estes valores diminuem para 1,04x1073 e -1,03
x1075A (1:10). O DENV-2 por sua vez, apresentou valores de 1,17x1075 e -1,04x10°5 A
(diluicio 1:100), e diminuicdo da corrente faradaica para 8,89x107¢ e -8,85x107° A

(diluigdo 1:10). O DENV-3 apresentou valores de 1,09 x1075 e -1,09 x1075 A (diluicao
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1:100), diminuicao da corrente faradaica para 9 x100e-9,6 x10° A (diluicao 1:10). Em

contrapartida, o DENV-4 valores de 1,25 x1070 e -1,13 x1075 A (diluigdo 1:100),

diminuicao da corrente faradaica para 9,80 x1070 e -9,24x10° A (diluigao 1:10).
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Figura 34. Voltametria ciclica de diferentes diluicoes do virus DENV-1, DENV-2, DENV-3

e DENV-4.

Individualmente cada imunossensor foi exposto a diluicao 1:10 do virus da febre

amarela (VFA), um virus da mesma familia do DENV, a fim de avaliar a seletividade e

cujos valores de corrente corresponderam a aproximadamente 1,13><10'5 A, ou seja,

inferior a diluicdo 1:10 dos quatro sorotipos. Avaliando a separac¢do entre os picos de

oxidacao e reducao na diluicao 1:10, observamos que nas condi¢des de VC os DENV-4 e
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DENV-3, apresentaram respostas mais expressivas quando comparados ao e DENV-1 e
DENV-2.

A utilizacao dos dados de EIE no estudo do comportamento do imunossensor é
relevante uma vez que sdo realizados em condi¢cdes proximas do equilibrio quando
comparada com a técnica de VC a qual induz uma perturbagdo no sistema ao se trabalhar
com potenciais elevados. A Figura. 35a demonstra o espectro de impedancia para cada
imunossensor sorotipo especifico em diferentes dilui¢gdes e inclusive com o VFA. Podemos
observar um aumento do diametro do semicirculo na medida em que se aumenta a
concentrac¢do do virus da dengue e que a resposta do controle negativo (virus da febre
amarela) apresentou-se pouco expressiva denotando a seletividade do imunossensor
analisado. Além disso, o modelo de circuito elétrico adotado, ajusta-se satisfatoriamente

ao sistema sensor e para todos os sorotipos analisados.

O circuito adotado para a analise dos dados experimentais de EIE foi o de Randles
(RANDLES, 1947) (Figura 35b). A tabela 2 mostra os elementos do circuito obtido apés o
fit, onde, Rs representa a resisténcia 6mica da solucdo, o Cdl representa a capacitancia da
dupla camada elétrica, o Rct representa a resisténcia a transferéncia de carga e 0 W
representa a impedancia de Warburg que por sua vez esta relacionada a difusao de ions

da solucao para o eletrodo de trabalho.

Os valores da resisténcia a transferéncia de carga em relacao a diluicdo 1:10 foram
DENV-1 (26,6 (1), DENV-2 (25,2 (1), DENV-3 (41,3 Q1) e DENV-4 (44,2 (1). Estes resultados

estdo de acordo com os resultados obtidos das analises dos voltamogramas ciclico.
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Tabela 2. Média dos valores dos elementos do circuito equivalente originado do fit obtido

através dos resultados de impedancia do imunossensor eletroquimico. Desvio

padrado ~ 5% para todas as medidas (N=3).

Camada RQ (Q) Yo(LQ?) N Rcr (KQ2) Yo (1)
Eletrodo 595 173,00 0,445 0,28 269
Cisteina 590 4,44 0,840 2,42 460
Cisteina/EDC:NHS 533 6,77 0,746 0,77 458
Cisteina/NAPau 574 8,60 0,746 1,09 464
Anticorpo_DENV-1 473 2,46 0,850 8,9 427
DENV-1 (1:10) 538 2,77 0,865 26,6 541
DENV-1 (1:25) 371 2,76 0,802 24,2 315
DENV-1 (1:50) 390 2,66 0,785 20,1 953
DENV-1 (1:75) 497 2,13 0,860 13,9 513
DENV-1 (1:100) 504 1,97 0,859 11,9 393
Anticorpo_DENV-2 466 1,94 0,859 9,18 416
DENV-2 (1:10) 522 1,68 0,869 25,2 479
DENV-2 (1:25) 543 1,77 0,863 19,1 405
DENV-2 (1:50) 469 1,83 0,852 17,2 277
DENV-2 (1:75) 460 1,41 0,818 15,4 277
DENV-2 (1:100) 532 1,79 0,845 11,1 383
Anticorpo_DENV-3 577 1,82 0,868 17,4 449
DENV-3 (1:10) 360 2,23 0,813 41,9 337
DENV-3 (1:25) 448 2,90 0,789 35,0 420
DENV-3 (1:50) 353 2,45 0,795 29,0 560
DENV-3 (1:75) 333 3,00 0,765 24,2 270
DENV-3 (1:100) 299 2,62 0,762 22,0 961
Anticorpo_DENV-4 533 1,43 0,848 5,49 361
DENV-4 (1:10) 598 1,62 0,877 44,2 307
DENV-4 (1:25) 591 1,51 0,876 25,9 346
DENV-4 (1:50) 573 0,95 0,900 16,2 322
DENV-4 (1:75) 345 3,45 0,728 11,0 482
DENV-4 (1:100) 574 1,23 0,860 8,6 330
Negativo-VFA (1:10) 554 1,30 0,876 8,0 377

Além disso, aresisténcia a transferéncia de carga apds a exposicdo ao virus da febre
amarela apresentou valores inferiores, mesmo quando comparado a maiores dilui¢des do

virus da dengue (1:100) e isto para todos os quatro tipos de imunossensor.
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0 desempenho do biossensor na detecg¢do do virus da dengue também foi avaliado

através da variacdo relativa do parametro ARcr. Esta variacdo pode ser

calculada de acordo com a seguinte equacgao:

Reor (DENV)— Rer (Anticorpo)

AR (%) = Eq. 7

Rer(Anticorpo)

Onde, Rct (Anticorpo) é o valor do Ret do imunossensor antes da exposicdo ao
virus DENV. Rct (DENV) € o valor do Ret imunossensor apds a exposi¢do a diferentes
diuicoes do DENV. De acordo com a figura 36 podemos observar que na medida em que

a diluicdo do virus dengue foi aumentando, o ARcr foi diminuindo para cada

imunossensor analisado, além disso, houve linearidade ao fazer a regressao da reta com
coeficiente de corre¢dao para o DENV-1 (R=0,99042), DENV-2 (R= 0,95423), DEN-3 (R=
0,96896) e DENV-4 (R=0,90918) na faixa das dilui¢des analisadas 1:10 a 1:100. De acordo
com os valores de resisténcia a transferéncia de carga relativa DENV-1 (33,7 a 199 %),
DENV-2 (21 a 174,5 %), DENV-3 (6,4 a 141 %) e DENV-4 (56,5 a 705 %), o DENV-4
apresentou maior interacdo com a superficie do imunossensor principalmente nas
menores diluicdes analisadas. Além disso a resposta de cada imunossensor na presenca
do VFA (negativo) foi considerada pouco expressiva principalmente nas menores
diluicoes. Além disso, a diferenca entre a resposta do imunossensor na presen¢a do DENV
e na presenca do VFA foi considerada estatisticamente significativa de acordo com o teste-

t de Student ( p < 0,05) e nas dilui¢cdes analisadas.
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Figura 36. Valores de ARct em relagao a diferentes diluigdes do DENV-1, DENV-2, DENV-

3 e DEN-4.

0 grau de recobrimento () do DENV sobre a superficie do imunossensor foi

avaliado de acordo com a equacgdo 8, em que, Rer(Anticorpo) corresponde a resisténcia a

transferéncia de carga da superficie sensora para cada tipo de imunossensor e

Rcr(DENV), a resisténcia a transferéncia de carga apds a exposicdo ao virus da dengue

(SZYMANSKA et al., 2007).
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g=1-— (Rcr(Anricorpo)/RmDaw)) Eq.(8)

De acordo com a Fig. 37, observamos que em rela¢do ao grau de recobrimento do
DENV sobre a superficie do imunossensor, observamos que o DENV-4 apresenta maior
interacdo com superficie do imunossensor 0,36 a 0,87, quando comparado ao DENV-1
(0,25 a 0,66), DENV-2 (0,17 a 0,63) e DENV-3 (0,20 a 0,58) e que para todos os
imunossensores este aumento foi gradual com o aumento da concentragdo e sem

tendéncia a saturacdo nas diluicdes analisadas.
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Figura 37. Grau de recobrimento de diferentes diluicdes do DENV-1, DENV-2, DENV-3
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4.3.4. Caracterizacao morfolégica por microscopia eletronica de varredura

= 71 . - ‘ =

Figura 38. Imagem por microscopia eletronica de varredura das etapas de obteng¢do do

imunossensor, cisteina (a), cisteina/NpAu (b), cys/NpAu/Anticorpo e ap6s exposicao ao

DENV-1 (d), DENV-2 (e), DENV-3 (f), DENV-4 (g) e VFA (h).

As imagens por MEV da superficie do imunossensor apds cada etapa de obtencdo
e ap6s a interacdo com os diferentes sorotipos do DENV estio apresentadas na Fig. 38. E
possivel observar que a imobilizacdo da cisteina apresenta-se com uma distribuicdo
homogénea na camada (Fig. 38b) e que apds a interacdo com as NpAu (Fig. 38c) ocorre o
aparecimento de agregados circulares. A caracterizacdo da superficie do imunossensor
apos exposicdo aos diferentes sorotipos do DENV (Fig.38 d a Fig.38 g) indica uma
continuidade na formagdo de agregados com diferentes ordens de magnitude, neste caso,
devido a intera¢do antigeno- anticorpo, sendo mais expressivo em DENV-4 (Fig. 38 g) o
que ndo pode ser visualizado na presenca do VFA (Fig. 38 h). Estes resultados estdo

diretamente correlacionados com os achados eletroquimicos.
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Capitulo 5. Conclusdes

Nesta tese biossensores eletroquimicos e biossensores piezoelétrico, constituidos
por Concanavalina A em membrana lipidica foram obtidos e caracterizados a fim de
identificar a presenca da infeccdo pelo virus da dengue (DENV-1, DENV-2 e DENV3) em
meio complexo do soro de pacientes infectados. As respostas de ambos os biossensores
foram significativamente diferentes das obtidas apds exposicdo ao soro de pacientes na
auseéncia da infeccao. Além disso, os biossensores apresentaram linearidade de resposta

com o aumento da concentragao.

O biossensor piezoelétrico identificou de forma qualitativa a presenca de infec¢ao
pelo DENV, por outro lado, o biossensor eletroquimico, evidenciou diferentes padrdes de
resposta entre os sorotipos analisados, sendo mais expressiva para o DENV-3. A infec¢do
decorrente do DENV-3 apresenta um aumento de glicoproteinas ricas em o-D-manose e
a-D-glicose no soro do paciente infectado de forma distinta aquele expressado em
infeccoes decorrentes pelo DENV-1 e DENV-2. Estes achados podem contribuir na
investigacdo das caracteristicas peculiares da infec¢do oriunda deste sorotipo, em meio

complexo (soro), utilizando um método simples, de baixo custo e em tempo real.

A fim de obter biossensores mais especificos na identificacdo da infeccao por
DENV, quatro imunossensores constituidos por Anti-DENV-1, Anti-DENV-2, Anti-DENV-3
e Anti-DENV-4, foram desenvolvidos por imobilizagdo dos anticorpos em camadas
altamente organizadas de nanoparticula de ouro e exposto aos diferentes sorotipos do
DENV. O padrao de resposta foi analisado por técnicas eletroquimicas e a superficie em
cada etapa de construcao foi caracterizada por MEV. Os resultados demonstraram que

para todos os imunossensores analisados houve, reconhecimento da presenca do virus,
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linearidade de resposta nas dilui¢des analisadas e seletividade quando exposto ao virus

da febre amarela (controle).
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1n this work, we developed a bicsystem tased on Concanavalin A{ConA) and lipid membranes to recog-
nize glycoprotelas from the srum of patients cortaminated wich dengus seratypes 1, 2 and 3 (DENV],
DENVZ and DENV3), The modified gokd electrode was characterzed using cyclic valtammetry (CV),
electrochemical impedance spectroscopy (EIS) and atomic force microscopy. Merphalogical analyses
af 1,Z«dipalmitayl-sne=glyretm-3=phasphochaline [DPAC), DPPC-ConA, DPPC-ConA-DENVI, DPPC.CanA-
DENV2 and BPPCConA-DENVS revealed the exastence of 3 non-uniform covering and large globules.

m‘ EIS and OV measurements have shown that redax probe reactions on the maodifled gold electrades
Eectin were partially biocked due e the adsor pton of lipid-ConA system and reveal the interaction responss
Phosphatipic of the immobilized ConA w the presence of glycoproteins of dengue serum. The bicsystem exhibited
Biosenisar a wide lirsar respanse o different concentratians of sera of deagus serotypes 1, 2 and 3. A higher
Glycoprotony impedimeeric respense to glycoproteins peesent in dengue serptype 3 was chserved. Our results deman-
soace the applicabiliey of lecun and lpld membranes o the develpment of biosensors for dengus

infections.
0 2014 Elsevier Ireland Led, All righes reserved,
1. Introduction rapidly detects the viral RNA of all serotypes from the patient's

Dengue virus [DENVYis considered a global public health prob-
lem and approximately 40% of the world population is at risk of
contracting this infection (Organization, 2009). The four seroty pes
of the dengue virus [DENVT, DENV2, DENV?2 and DENVA) are trans-
mitzed o humans and cause two clinical syndromes: classical
dengue fever {DF) and hemorrhagic fever/de ngue shock syndrome
(DHF!DSS) (Gubler, 2002; Guzman end Kourd, 2002), The viral par-
tcles consist of the three structural proteins {capsid, premembrane
and envelope glycoprotein}and the seven nonstructural ones (NS1,
NSZA NS2B,NS3, NSAA, NS4B and NS5) important for deague virus
replication {Lindenbach and Rice, 2001)

Among the techniques available for the diagnosis of dengue
infections, reverse transcriptase-polymerase chain resction {(RT-
PCR} and 1gM antibody capture enzyme immunoassay {MAC-EIA}
have been commonly used {Guzman and Kour:, 20041 The RT-PCR
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serum in the viremiz phase while MAC-EIA is suitable for distin-
guishing between primary and secondary dengue infections based
on the 1gM{1gG ratio, despite not providing a specific dlagnosis
for the dengue virus, which can be easily confused with other
febrile illnesses. The combination of these two approaches is more
appropelate for accurarely detecting dengue ( Poersch 0 4l 2005
Despite the individual benefits of each method, both have [imi-
tations, such as high technologica! support demands and possible
false negative results { Teles, 2011)%

Currently, new methods for dengue diagnosis are required 1o
provide specific and rapid detection in real-time, early states of
the disease, allied to lower cost. Such methods would enable
an appropriate protective management, survelllance and furure
Immunization strategies to restrain the spread of the disease. In
addition. the clinical symptoms are often confused with a variety
of viral and bacterizl diseases, including other flaviviruses infec-
tions such as West Nile virus Japanese encephalitis vicus, yellow
fever virus, tick-bome encephalitis virus, Murray Valley encephali-
tis virus and St. Louls encephalitis virus {Goudd and Solamon. 2008,
Ross, 2010),

In this context, point-of-care biosensors can provide 2 good per-
formance indiagnosing for high sensitivity and selectivity, handling
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facility and rapid detection {Sezh v al. 1995). Eecrochemi-
cal Impedance spectoscopy and cyclic voltammetry are effective
techniques to (nvestigaze changes [n the electrode/electrolye
interface In the development of Bosensors for real symples
{ Mantzila et al. 2007 Frodromidis, 20104 Electrochemiczl biosen-
so7s have also been wsed in the developmen: of virus biosensors
[Caygill o2 a0l 2010), incliding the dengoe virus (Bink et 2}, 20132,
Cavalcaall et 31 2002, Cheng 1 ¢l 2002; Fang #f al., 20105

The use of carbohydrate recognition in the developroent of
biosensors is the key point in the ldentification of various patholo-
gies [Zengetab, 20023 0 is lnown that in the early stages of dengae
virus [afection there is an increased expression of specific glyce-
proteins inthe serumi X erai, 2006: Dussarteral, 20063, Recently;
lectin-based blosensors obizzined by us have shown distinct pat-
terns of response for glycoprateins in the serum of patients [nfected
by DENVE, DENVZ and DENV3 {Andrade e2 2. 20011), In addition,
& biosensor for petients with DF and DHF has also been developed
by our group (Qlivelrs gt al. 2006
. Concorevoln A (Cond), extracted from jeck bean seeds
[Canavolin ensiformis| s one of the mest widely studied [ecting,
AT pH 74000 exists as 3 tetramer with 3 higher degree of orga-
nizarion, moelecwlar weight of 110kDa and an overall size of
B7nm < 113 nm e 1220m (Balleoigdt e al, 2006: Bouriaest
etal, 1994} it is known that under neutral conditions each subunit
of Cond contains one binding site for giaose: and manatose-
specific carbohydrate structures, one for calcium and manganese
cations. which activate the binding site of protein for carbohy-
drztes,and a third one for hydrophobic recegnition [Liwet 2l . 2007
Thus, ConA s extensively used in protels- carbolydrate interaction
[Pl &1 al., 3005; Mo et 3, 2009 Pedrso et ai, 2008 including.
studies for the diagnosis of dengue [Aqdrade et 2l 2011 Fereirz
wtal. 2006Y,

bre addition, the use of [ipid molecuies with blosensors reduces
the interference of electroactive species. contrbutes fo signal
ampiification and, furthermore, creates 3 native eavironment for
protein immobllization and protection from denaturation (Salou
and Thivees, 2607 Ramsden, 19981 1.2-Dipslmitoy!-sa-glycera-
3-phosphiocholine [DPPCY is one of the phespholipids commonly
found as constizuents of cells and organelies and s coaven-
tiomally used in biosensors (Yamamoto ef g, 20000 Fuu ef 2,
2004}, -

In this study, we developed 2 novel electroche mical biosensor
based or Cond tectin and phospholipld membrane association for
Lhe specific identification of glycoproteins present in the serum of
infected patients with dengue (DENV 1, DENVZ and DENVZ), The
biosensor was characterized by means of cyclic voltammetry [EV),
electrochernical impedanve spectroscopy (EIS) and stomic force
ricroscopy [AFM Y

2. Experimental
2.1, Matenals

Concangvalin A lectin and  1,2-dipalmitoyl-sn-giycero-3-
phosphocheline (DFFC) were obteined from Sigma Chemnical Co,
[S2 Louls, USAY and used as received. The dengue sera were avail-
able in the Laboratery of Vicology [FAMERP stocks, In this work we
used the sera of patients contaminated with dengue serotypes 1,2
and 3 {three patients of each serotype } and serum controls {three
patients}, All serawere previously characterized as patient dengue
negative {serum control 1 and dengue positive (serotypes 1, 2 and
37 using RT-PCR (Mondini «t al,, 20071, Phosphate bufer saline
{PESY (pH 7.4} containing L1 M Cacly and 0.1 M MnCl; was used
to prepare the Cond solutions, The ultsapure water was prepared
with a purification system (Mitlipore-Sy nergy s All chemicats and

solvents were of analytical gzade and used as received, without
further purificat|on,

2.2, Preparation of ipid vesicles

Liposomes were prepared based on a fipid film formed by
the evaporation of solvénts [Amselen er al 1990, Andrade ¢ al.,
20041 Liposornes were obtdined using 1 mM DPFC dissoived In
chioroformy/methanel solution {3:1, viv) under magnetic agitation
(150 rpm/min, 15 min i, Next, the arganic salution was submitied ro
evaporation under reduced pressare (25 min at 40 £ 1°Chand agi-
tatlom at 120 rpm to remove solvents. Subsequently, the dried linid
filmwas hydrated through the additicnof 1 mb of .2 M PBS {pH 7.4}
angd kege under magnetle stirring (40 mint Faally, the suspensian
of liposurmes wasstored 2t 47°C until use,

25, Preparation of the biosensor system

The bare gold electrode surface was freshiy polished with
0.05m w-Al;0; paste, rigorously rinsed with uitrapure water
and cleansed uitrasonically in detonized water for Smin After this
process, the lipld-modified eecnde was obtained by dropoing
Iiposeme solution onto the bare gold electrode surface 2t 25°C for
15rnin After the first immeobilizetion. the madified electrode was
rinsed with water to rempve not-adsorbed Lpid. incubared (nto
Foalof the ConA (50 pg/ml)in 10omM PES (pH 744 for 15 min and
rinsed with water to remove excess of the ConA, Finally, the lipid-
ConA-modified electrode was exposed to negative serum control or
serum from patients infected by DENVE, DENVZ and DENVS diluzed
I 10 M PES soi istion £ pH 7.47 for 20 minat toom temperaturs, The
serum dilutions used in this stady were 1210, 1:250. 1:500, 11000,
11500 and 1.2000,

24, hripedance mensinmes

EBecrochemical measurements were performed using & three-
electrode - system contzining an AglAgt! as reference electrade,
platimum as & counter electrode and 2 bare goid electrode as the
working electrode {¢ =2 mmi All the experiments were carried
Gut o0 3 PGSTAT 128N potentiostat (Autolab, Eco Chemie. The
Nerherlands), interfaced with an analyzer controlied by a com-
puter, The impedance spectra were then recorded inthe frequency
range of 100 mHz 10 100kH2Z The ampiitude of the appiied sine
wave potentlal (SWEL was 10mV, while the direet current fde)
potential was limited at the open cirouit petential messured just
before the application of the SWP. CV measurements were per-
formed with a porential sweeging between 0.2 to 8.7V ac 2 scan
rate of A0tV s Y, OV and FIS measurements were carried our at
different stages of the preparation of the modified electrode and
perfarmed In the presence of 10mM Ky|Fe(CNg - K3 | Fe[CNg P
{1:13 solurion [used as a redox probe’ i PBS (pH T.4% All electin-
chemical measurements were performed in riplicate Gsing atleast
three different sensors at room temperature inside @ Faraday cage

25, Aromic farce microscopy megsurements’

Atomnic force microscopy [APM) measurements were performed
using & commercizi PicoSPM I microscope (Molecular Imaging.
LISAYL Cantlievers with a silivon AFM probe [ Multl 75AL NCHR. res-
anant frequency = 75 iz, force constant =3 N m? jwere used for
the noncontact mode AFM in zir at room remperature {approxi-
mately 23 °C). Lateral resolution was %t at 3122512 pixels In a
scanared of 54 wim Images were obtained from at feast three
macroscopically separated areas to ensure @ good distiibution and
analyzed using AFM Gwyddion software {Necas et ol 2008),
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3. Results and discussion
3.1, Morphologicol chametertzntion

The architecture of the lipld films and its association with ConA
lectin was studied by the AFM technique. Fig | shows AFM topo-
graphic images obtained for DFPC {2}, DPPC-ConA (b}, DENVI (c),
DENVZ (d) and DENV3 (e} and their corresponding cross-sections
Fig 1a shows the lipid Alm demonstrating a non-uniform cover
ing of the electrode surface, with a mean height of 30 £ 4 Znm (see
cross-section graph) The AFM images also show the coexistence of
fluid znd gel domzins in the lipid layer (Glocondi et al. 20081 In
addition, we also evaluate the association between DPPC and Cond.
The hsertion of the proteins was performed after absorption of the
lipid layer on the substrate,

In Fig. 1B [t s poasible to visualize large globuales (with a mean
height of 42 = 3.6 nm) distributed between Muid and gel domains
of the lipid layer corresponding zo ConA lectin. Giocond! et al, 2008
alsoobserved that some proteins (nsert preferentially atthe bound-
ary between fluld and ge! domains of the lipid layers (Glocond)
et-al. ZODS) Cur results are in accordance with previous stud-
les that determined 2 height of ~12nm for the ConA tetramer
[Rouckaer etal. 1996), Regardless of the serotype, diverse heights
were obtained. The fne structured film with thickness on the
DPPC-ConA sensor is aurbuted to adsorbed DENV. In addition,
DENV1 showed the weakest interaction with the DPPC-ConA sen-
sor layer (54,2 £ 5.1 nm) The thickest adsorbed layer on the sensor

surface was observed for DENVZ and DENV3 with mean heights of
60.6+4.8nmand 684 = 3.9 nm, respectively (Fig. td-e) The differ-
ence in the height datz may well be due to the specificity of ConA
lectin to the DENV.

It is noteworthy that dengue viruses have conserved two
potential N-linked carbohydrate sites at N-67 and N-153, which
are glycosylated (Zhang et al, Z004) These carbohydrates are
high-mannose glycans with importance for viral attachment and
immune response (Hacker o al, 2009) In addition, has been
reported to lack glycosylation gt N-153 for DENVZ [Johnson ot 2l
1994} According to Pereirg et ai, 2008, the artachment of dengue
virus particles to ConA lectin is probably driven by recognition of
the mannose-binding site. However, the differences in the number
and type of carbohydrate moieties on the virion swface proteins in
according to the secotype and their role in virus host Interactions
rerain poorly understood (Hemero er o, 2001721

32 Electrochermical characterization of the lipid-ConA-Au
electrode sensor

The electrochemical method was used In this work owing
to its effectiveness for the development of biosensors for real
samples (Mantzilz et al, 2007) Fig. 2a shows wypical cyclicvoltam-
mograms of the stepwise process of the biosensor preparation
We used 10mM Kyl Fe{CNXsF- /Kl FelCNJP- [1:1) as the redox
probe during all experimenss. The cyclic voltammegram of the
bare gold electrode showed a pair of well defined redox peals.
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demonstrating the reverse process of the redox probe in the solu-
tion phase, After exch step of biosensor construction, the current
decreases, due to eahanced barriers in the transfer Kinetics at the
electrodelelectrolyte interface (Bard and Faulkner, 2001

The formation of a lipid layer on the bare gold electrode leads
to a decrease in the redox peak currents. Also, after immobi-
lizatlon of the ConA lectin on the lipid layer, the redox peak
currents decreased to -8 and 16mA. In addition. the decrease
In the redox peak currents of the sensor layer was attributed
to 4 Blocking effect via inhibition of the diffusion of fons such
as K| Fe[CNYs PP IK3 [Fe[CNY 1" anfons, and indicates successful
Immeobilization at each step.

Fig. 2b shows the Faradalc Impedance spectra in the Nyquist
plots during the ste pwise modification process. The bave goid elec-
trode reveals a very emall semlelrele domaln indicating a very low
electron-transfer resistance [Rer) Successive [ncreases in diame-
ter of the semicircles were observed zfter electrode modification
This is the result of the increase in charge transfer resistance for
ferrofferri-cyanide redox probe to access the metal surface, owing
tothe adsorption ofblomolecules, which retards the electron trans-
fer kinetics between the redox probe and the electrode surface
[Bard and Faulkner, 2001).

«r ) ar a4 B -

Potential (V)

ey eaposiure 1 differse dongoe serum: DENV) (o), DENV2(b) and DENV (¢ ) an dibution falds raegg feom 1,10
to 1.2000, Supgeting electrolyte. 10enMKIFelON i K [Fe(ON g P 100 40,15 M Nark an P65 10 M g 7.4 saluti

Cyslic ry SEan wirs initisted of <02V v,

33 Electrochemical detection of senm ghycoproteins i potients
infected with dengue

Fig Ja-c shows the recognition capability of the lipid-Cona sys-
tern forsix different dilutions of each de ngue serotype (1210, 1:250,
1:500, 1:1000, 11500 and 1:2000), Fg 2 reveals ¢ gradual decrease
In the current with the increase in the dengue serum concentra-
tlon, A major decrease In the amperomertric response for dengue
serotypes 2 and 3 was observed The reduction in the current is
related to the amount of the ConA-glycogroteln complex formed
on the electrode surface,

P da-c shows the real and imaginary parts of the impedance
of the lipld-ConA system In the presence of Increasing serum
concentrations: BS results are In accordance with CV analysis.
HIS experiments showed higher values for the Interfacial electron
transfer resistance o DENV2 and DENV3 as compared to DENV1.

Fg 5a and b presents the OV and EIS results for 1:10 dilution
of the infected serum and non-contaminared serum for the eval-
uation of the specific biosensor response. After the lipid-ConA-Au
sensorinteracted with DENV serum, a remarkable disappearance of
the current peaks occurred { Fg. 5aL In parcleular, after Interaction
with DENVZ, the sensor shows the disappearance of the anodic and
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cathodle peaks, due w the specific Interaction between the ConA
lectinand glycoproteins present in the tested serum. The reason for
peale reduction is that the lectin-glycoprotein complex acls s an
inertelectron and mass-transfer blockdng layer and hinders the dif-
fuston of ferrofferri-cyanide toward the electron surface (Ollvelra
et al, 2000

Furthermore, the blosensor demonstrated a weak Inter-
action with glycoproteins present in the DENVI serotype,
revealing & small decrease in the amperometric response of
the electrode. The lipld-ConA-Au sensor systemn was able to

recognize the dengue serotype In the following sequence:
DENVZ > DENVZ » DENVIL.
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Table 1
Values of the equival et drcuit e bt d froem the fiating of the impedince results,

Madified efectrode Cah{nF} Rey (K ) w Ra (82} Clnf} RiQ}

Bare gol! dectrode 230 a4 03 4005 5564 134 T3 1130 » 1,32 728 4 354

Ligwd 1150 4 11.45 130 £ 094 027 4185 124 4 7.42 936 £ 1,27 740 £ 532

Lged-ConA « 06 + 13.97 175117 272 305 1802553 1381 2231 681 £ 672

Lip ConA-DENV)
Odution 110 TE x5 J05 £274 557 2 456 150 2425 432 =135 782 £ 341
Délution 1.250 550 £4.75 28423385 322 2423 208 =312 6182 1.56 J12 £ 754
Dalation 1:500 554 £ 521 233 £201 325 4240 27 £623 51 =2 1L26 733 £ 843
Odution 1.1000 $74 +683 227 £274 353 + 257 86 =492 427 =124 804 + 536
Ds¥lotion 11500 1070 £635 203 £2.54 253 42255 188 = 530 258 =0.63 687 £ 743
Délotion 1.2000 1050 £835 187 £1.39 230 2392 1202416 137 =164 S00 = 628

Lip-Cot\-DENVZ
Oalution 1.10 850 4 675 3234073 560 & 327 150 4234 506 £ 0,74 H02 & 542
Odution 1:250 S22 £0.04 308 £374 10 £4,94 235 £403 5152115 501 £ 1375
Dagtion 1.50C 713 £3.12 263 £4.01 3504254 336 25592 642 = 1,54 863 & 1833
Dsdution 1.100C TRLTSES 258 w392 4650 3.8 ELRE S N5 KT 173 #33 4 2034
Oalution 11500 755 4 745 2154270 387 4206 302 £512 1nas2n 865 & 1557
Ddlotion 1,2000 1340 £1273 211 £415 224 32078 104 439 956 22,03 678 £523

Lip-ConA-LENVY
Dulation 110 A32 £20) A4 L2068 814 £5.02 1I8 £ 2,63 1003 = 180 768 £ 843
Ddution 1.250 S45 942 383 +308 405220 1262274 SA5 = 1.04 804 £13.73
Oagtion 1,500 99 £ 1001 205 +£23% 524 4168 28 2385 614 2 1.43 955 £ 17.32
O¥ation 1.1000 938 £9.32 200 £259 A58 4435 240 £ .85 1180 =257 ELR S 4]
Déution 7:15CC 1160 £13.74 25A £ 277 WD +364 1132454 TAL =158 833 £ 780
Déation 1.2000 1020 = 1203 220 £3.05 312230 162 £ 3.68 1556 =2.41 543 £ 835

Lip-ConA-DENV negtive
Ddution 1,10 474 4555 A LTEE 374634 120 £254 7.5 % 140 S8 4 453
Dalutian 1,250 937 £7.37 243 £3.04 $6.2 4293 113 £371 28521.52 T4 L4
Déytion 1:500 348 £ 377 238 £425 250 4324 115 22,63 7532136 850 = 854
Délution 11000 957 4693 22 k33 B9 274 117 42,68 764 20,83 B0} & 604
Ddution 1.1500 1070 4 892 20 £592 205 4 149 118 42,57 850 & 1:34 741 & 251
Odlution 1.2000 1130 £ 1405 180 £7.42 308 £259 193 2265 #75 =2 1.62 732 £ 563

Fig. 5b shows the Nyquist plot of the data points measured and
the corresponding fitting curves [straight solid lines in Fig 5% In
addition, it is clear that the fitting of the data pointsis in accordance
with the complex equivalent circult (Fig. Scl.Anincrease in the R+
values is derected after exposure to DENVI, DENVZ and DENV3E,
The Rzt element of the equivalent circult can therefore serve as
the sensor parameter. The determination of i1s value allows the
detection of the dengue serotypes.

The impedance data was fitted with NOVA 1.8 software using
the complex equivalent circuit (Fig 5¢), which includes solu-
tion resistance {Ry) electron transfer resistance (Ryy ) and the
Warburg impedance ¢lement (W) as the main elements. Further-
maore, double-layer czpacitance (Cdl), protein layer resistance (R)
and capacitance of the lipid membrane (Cy) were also consid-
ered. Weight factors were obtained based on Nyquist graphical

ARgr%

.3eseEEEEE

w0

0y

P G ARSE for the liped-Cond system case after exposure of the electrode to
cffersnt dengue serceypes (DENY1, DENV2 and DENVS) and negative control in
dlution (clds ranging fram 510 ta 1.2000

data, hence the frequency range elected for analysls was 100 mHz
to 100kHz, while maintaining the parameters fixed in the fit
procedure. The Ryy depends on the insulating feature at the
electrode/electrolyte Interface. W and Ry represented the bulk
properties of the electrolyte solution. R controls the electron
transfer kinetlcs of the redox-probe at the electrode surface and
it is well known that high R values are usually assoclated with
blockage of the electrode surface, inour stisdy, changes in Rer were
higher than in the other impedance components.

Tabie 1 shows the equivalent circuit parameters of the fitting
curves forthe various steps of the biosensorpreparation and its sub-
sequent interaction with serum glycoproteins in infected patients
with dengue (serotypes 1, 2 and 3). Our results revealed different
responses for each dengue serotype. The highest values of Rey were
obtained for DENV3, due o the ConA specificity. The performance
of the modified efectrode for detection of dengue glycoproteins was
evaluated through the relative variation of this parameter (AR ).
This variation can be calculated according to the following equa-
tion:

ARc{%)= (”ﬂf“’WENVmw)—nn(Com) e

Rer(ConAld

where R-r [ConA} is the value of the electron-transfer resistance
of the lipid-ConA-Au modified electrode. Rer (ConADENV erype } (S
the value of the electron transfer resistance of the lipid-ConA-Au
mod!fied electrode after exposure to the patients’ sera containing
dengue serotypes 1, Z and 3. The ARy clearly increases withserum
concentration, indicating that the interactions between Cona lectin
and dengue serum glycoproteins can be sensed by the modified
electrode swiface (Fig. 6] We observed no slgnificant responses
(very low changes in Rer ) performing experiments with negative
dengue serum obtained from healthy patients, 1tis worthy of note
that the high Ry values are usually associated with blockage of the
electrode surface. Thus, we relared the different Ry values to the
ability of the ConA to recognize glycoproteins in dengue serotypes.
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The increase In ARpy s different for each serotype studied and the
highest response was for DENVS. In addition, the reproducibility
of the blosensor sysrem was evaluated from the AR response
of three different patients.for each dengue serotype 3t different
biosensors {n=3) and an acceptzble RS.D, values of 5.73%, 543%
and 4.89% for DENVT, DENV2 and DENVY, respectively.

ConA has the ability to attach to dengue particles {DENVZ and
DENV31ofdomain Il in proteins E of the virus contalning two glyco-
sylated potential N-linked carbohydrate sites a1 N-67 and N-153,
whereas most other flaviviruses have only a single N-linked gly-
cosylation site at N154 (Chambers et al, 19590; Heinz and Allison,
2003 Maballrajan et al 2005) have shown that DENVI and DENV2
caused hemorrhagic dengue fever In primary infectons, while
DENVZ and DENV4 were only associated with DHF in secondary
infection In addition. in response to dengue infection, the produoc-
tion of inflammatory mediators is involved in disease progression.
Anexample ofthis effect is the activation of the complernent system
(€3 and (5B} involved in the Increasing permeability seeninsevere
dengue. The levels (n complement €3 and C5b as well as other plas-
matic glycoproteins, are increased (n primary events associated
with DENV3. Like other glycoproteins present in dengue sera, C3
contains carbohydrates in both subunits with high-mannose type,
(Man¥5-9(GIcNAC)2, which promotes the ConA specificinteraction
(Miki e1al, 19663

4. Conclusions

In the present paper, we have introduced a simple approach to
the development of a blosystern based on the Immobilization of
Concanavalin A lectin on a gold electrode modified with a lipld
monolayer, Cycile voltammetry and electrochemical [mpedance
techniques were used to investigate the immobilization of the
Concanavalin A fectin on lipid film. Subsequencly, using the lipid-
ConA system a good sensitivity and reproducibliity were obtalned,
revealing the possibility of detecting abnormal glycoprotelns for
the diagnosis of dengue. The detection of glycoproteins in the blood
serurn by ConA occurs by recognition of the mannese-binding site,
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Currently, Dengue |s aworldwide healkh problem and noeffective vacaine o specific medicanon, Thus, the
develapmental new diagnostic mechods has been the facus of ef forts to combat the disease. immunosens-
sor bas=d an gald naroparticles {AuNPs) and self-assembied monolayers of cysteine was develaped

- :.':"3’)“‘;5 - for dengue virws {DENV-1, DENV-2, DENV-3 and DENV-4) detectian. Electrochemical impedance spec-
S trescopy (E15) and oyclic veleammetry (CV) were uead to menitor the signal response of the each dengue
. serotype in diffecent dilutions. Scanning eiectran microscapy was used ca characterize che surface af the
Keywgri: immunosensar before and after exposurs ¢ DENV. In this work, four different ismmunpsensars with specis
Ineinoieince ficity for DENV1 <2 were obtained, £1S and CV measurements demonstrate the ability of the immunosensor
Label-free biosensor to recognize all four studied DENY serctypes showing senstivity and selectiviey. The real part of the
Cald ranoparticles Impedance was higher for Cys-MBA-AUNPs-ant-DENV antibody sensor system after intecactan to dif-
Sell-assembied monalayers ferent concentrations of DENV { 1+4) compared to the sensor system withaut immunoreacton on theis
surface, revealing an increased biockageal the electron cansfer, i addition, the surface coverage values
indicats a gaod recog nitinn of DENV by anti-DENV antitody. Th= new sensor platform consises af a single
method, mare affordable than conventional immunoassays and creates expectation on future production

of pew real-time devices for diagnosis of pachelogles caused by virus,
© 2015 Elsevier BV. All righrs reserved.,
1. Introduction DENV is a single-stranded RNA virus, classified in antigenically

Dengue virus ([DENV) (s one of the most serious mosquito-bome
flavivirus wherein affects humans | 1]. Warld Health Organization
estimates that 50-100 milllon infections occur yearly and spprox-
imately 40% of the population living in tropical and subtropical
areas is at risk of contracting DENV ' 2|, Therefore, dengue is con-
sidered a public health probiem due to the high rate of morbidisy
and mortality |1].

The four serotypes of DENV have genetic similarity and 65% of
its genome are shared (4], Although, no new serotype has been
reportedin the last 50 years. Recently, a new serotype DENV-5was
discovered in October 2013 after a stuly of the (nfection contracted
by 37-year old farmer in Malaysia in the year 2007 (5]

* Corresponding suthor, Tl #5581 2125 3450, fsx. +55 81 2126 8547,
E-mun pacdresy: modometly@yahno coenbr (MOL Oliveira)

it S0k org) 10,101 633nb 221505667
0254005/ 2015 Elsevier BV, All sighty reserved.

distinctserotypesdesignatedas DENV-1, DENV-2. DENV-3, DENV-4
and DENV-5 15,6]. DENV1-4 serotypes are present in endemicareas
while DENV-5 was recently found in specific regions, as Malaysian
and Indaneslan Jungles, whe re normally follows the sylvaric cycle
and not the human cycle [5,7 81 However, all serotypes cause sero-
logical changes that are responsible for the establishmen: of dengue
158,10},

All serotypes have capacity to cause since classical dengue
fever (self-limited febrile disease) until dengue hemorrhagic
fever/dengue shock syndrome (high fever and vascular permeabil-
ity}, resulting in hypovolemia or severe shock |10]. However, risk
factars for disease severity depends on the Interaction of the viral
load, strain virulence and hest immune response (11}

Secondary infections are potentizlly capable to induce the most
severe manifestations of the disease. 2 risk conferred in part by
the immune response |12]. Heterologous anti-dengue antibodies
from previous (nfection can develop cross-reactions with DENV
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serotypes and facilitare virus entry inmyelold cells |13], Inthis pro-
cess, known as antibody-dependent enhancement, the antibody is
not capable of neutralizing the dengue virus and the antibody-virus.
complexis internatizedvia receptors called Foy (FeyR) on clrculat-
ing monocytes, resulting inan increase in the overzll replication of
the virus |10,14.15],

There is no specific treatment for DENV and public health poli-
cles are restricted to the vector control and mapping of risk areas.
In this conzext, the development of new diagnostic methods with
more effectivity and portability becomes important to control the
spread of the disease. Currently, DENV [s detected by virus iso-
lation, serological and melecular techniques. Despite individual
advanteges of each technique, some limitations are knowen. &s Eme
consuming, high cost, etc. In addition. RT-PCR requires high tech-
nological support demands, meticulous manipulation of biological
specimens, high cost and specialized technicians (17}

Point-of-care bipsensor has been widely researched aiming to
promote rapid disgnosis with high sensitivity and facilizy during
the manipulation by experts or non-experts |18L Electrochemi-
cal immunosensors exhibit 4 certain advantage over other types
of biosensors since are label free and present high specificity
in antgenj/antibody interaction with high sensitivity. Thus, elec-
trochemical technique s a powerful candidate for point-of-care
diagnostic. Furthermore, signa! amplification and sensitivity are
improved by the use of nanostructures such 2s carbon nanotubes,
noble metal nanoparticles, polymeric nanoparticies, iron oxide
nanoparticies. quantum dots and others [ 191

In this worl, water-soluble 4-mercaptobenzoic acld {(MBA)
modified gold nanoparticles (AuNps) were synthesized Subse-
quently, MBA-AuNPs-DENV antibody was used as o sensing
platform for the development of anelectrochemical immunoesensor
to detect different DENV serotypes. Four different immunosensors
for DENV-(1-4) were obtained, The |mmunosensor perfor-
mance was characterized by using clectrochemical impedance
spectroscopy [EIE) and cyclic voltammetry (CV). Experimental
parameters have been optimized to assemble MBA-AuUNps on &
cysteine monolayer deposited on gold electrode surface through
Au=S bond.

2. Experimental
2.1. Matenals

Cystein, potassium  fervicyanide (Ks|Fe(CN)sl) potassium
ferrocyznide (Kg|Fe[CN)s|), MBA. sodium citrate, chloroauric
acld (HAUCI. ), N-hydroxysulfosuccinimide (NHS), 1-ethyl-3-(3-
dimethylaminoprepyllcarbodiimide (EDC) were cbtained from
Sigma Chemical Co. (St. Louis. USA) and used as received The
dengue virus, yellow fever virus (YFV) and antibodles were
obtained from the Department of Virology and Experimental
Therapy/Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes - Flocruz (Brazil).
YF antigen was obtained by sucrose-acetone method from brains
of suckling mice infected with YFV (20|, Phosphate buffer saline
(FBS, pH 7.4) was used to prepare the redox probe, solutions and
dilutions. Ultrapure water was obtained from a purification system
(Millipore-Synergy & All chemicals and solvents were of analytical
grade and used as received. without further purification

2.2. Preparation of 4-mercaptobenzoic acid modified gold
nanoparticles

AuNps were synthesized by diluting 1 mL of HAuCl; in 99 mL
Hz 0, followed by addition of 4 mL of 1% sodium citrate and mag-
netic stirring at 60°C for 35 min. AuNps were then diluzed inwater
14 (viviandzfter 0.2 mLof 10-3 MMBAwereadded and kept under

magnetic stirring for 2h at room temperature. The particle size and
zeta potential were evaluated before and after AuNps modification
by using a zetasizer Nano ZS90 (Mzalvern instruments, England).

2.3. Preparation of the sensor system

Prior to use, the surface of the gold electrode was cleaned by a
sequence of steps: polishing with 0.05 um «-Al; 0y paste, repeti-
tive washing with ultrapure water and ultrasonication in deionized
water for Smin. Subsequently, 5 uL of Cys solution (30 mM) was
droppedin theelectrode surface, waiting for 15 min and thenrinsed
with PBS 1o remove non-adsorbed molecules, Then, 2 ul of D.4M
EDC and 0.1 M NHS (1:1, viv)were kept in contact with the surface
of the Cys-modified electrode for 10 min activating the hydroxyl
group. After that. 5 L of MBA-AuNps solution was mazintained in
contact for 60 min and subsequently activated again with EDCNHS
inorder to recelve Z pl antibody (1:50} Incubated for 40 min. The
immunoassays were performed by dropping 2 L DENV solutions
(1:10; 1:25; 1:50; 1:75 and 1:100) on the sensing platform for
20min, All dilutions were performed using PBS [pH 7.4) and subse-
quently the sampleswere kept frozen at —20 *Cuntil use. Eachlayer
of the bliosensor was previously optimized with respect to time,
concentration and exposure to DENV. A schematic illustration of
the construction of the immunosensor steps is shown in Fg 1. All
measurements were performed in triplicate at room temperature,
In addition, the standard deviation is ~5% for all measurements,

24. Electrochemical measurements

The electrochemical experiments were performed by using
a PGSTAT 128N potentiostarigalvanostat (Autelab, Eco Chemie,
The Netherlands) associated with a cell composed by three elec-
trodes. The gold electrode was used as worling electrode. Platinum
wire and Ag/AgCl saturated with KC! were used as counter and
reference electrodes, respectively. CV measurements were ¢ar-
ried out at 50mVs-' scan rate and potential scan range from
—0.2 ro 0.7 V. Impedance measurements were recorded in the fre-
quency range of 100 mHz-100 kHz. The amplitude of the applied
sing wave potential was 10mV. The electrochemical measure-
ments were carrfed out ar differens stages of the preparation
of the modified electrode and performed in the presence of
10mM Kg[Fe{CNy |°~ (K3 | Fe{CN}g P~ (1:1 }solution { used asa redox
probe) in PBS (pH 7.4) All electrochemical measurements sere
performed in triplicate at room temperature inside a Faraday cage,

2.5, Scanming electron microscopy rmeasurements

Morphological characterization was performed using a scanning
clectren microscope Superscan 5s-550 (Shimadzu Corporation,
Japan} with acceleration voltage 15 kV. The samples were covered
with 2 thin layer of gold using & Quick coater-SC-701 (Sanyo Elec-
tronics; Tokyo, Japan)sputtering device.

3. Results and discussion
3.1. Charocterization of the immunaosensor

Particle size and zet= potential of MBA-modified AulNps swere
evzluated, Pristine AuNps showed anaverage size of 9,36 £ 1.23nm
and after chemical modification the average size increased to
16,83 + 0.49 nm. In addition, the zeta potential [£} is varying from
~2550mV £ 1.77 mV to — 1260 mV+ 094 mV. MBA binds to the
surface of AuNps via grouping—SH leaving free the functional group
=CODH | 21].
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Gold electrode

Biorecognition of the

Fig L Schematy representateon of smmunosensor fabncation.

22, Morphiological anolyses

We ised scanning electron microscopy (SEM) technique to
confirm the fabrication process of the sensor and its interaction
with DENV (Fig Z) Flg 2a shows an image of the Cys monolayer,
where a homogeneous distribution of the Cys can be seen. Sub-
sequently, an image of Cys-MBA-AuNps was obtained (Fig. 2b)
with the presence of 2 uniform shape distribution. After interaction
of the Cys-MBA-AuNps system with DENV antibody some aggre-
gation is visualized (Fig 2k A biomolecular interaction based on
antibody-antigen binding recognition is observed during sensor
analysis [Figs 2d-gh This interaction is favorable to a preferential
formation of clusters. especially for DENV-4 (Fig. 2g), The image of
the negative control sample shows a homogeneous distribution on

b

the electrode surface without the presence of aggregates [Fig, zh)
SEM results were latter confirmed by using OV and EIS techniques.

3.3 Electrochemical detection of DENV

CV is aneffective method that enables monitoring of the electro-
chemical behavior of the electrode after each step of modification
In addition, Y allows the characterization of the interfacial ana
Iytical processes through changes in peak cucrents that are related
to electron transler resistance [22.2%), Fig Ja shows the cyclic
voltammeograms obtained from each step of sell-assembly of the
biosensor, The redox probe used inall experimental analyzes of CV
was Fe{CN )~ fFe{ CN ¥ in PBS [pH 7.4).

Fg. 2. SEM micmgrapts of Cys Lyer | 2}, Cys-MBA-AuNps (bl Cys-MBRA-AUNPs-a20ts-DENY antibody (c) and the sensor system after exposare to DENY-1 (d)|, DENY-2Z |e),

DENY.3 [}, DENV-4 [g}and YFY [hL
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The bare gold electrode (BGE) has a reversible cyclic voltarnmeo-
gram with anodic and cathodic peales wel! defined in the presence
of elecirolyte solution. After immobilization of Cys on BGE surface
was observed a decrease in the amperometric response, which can
be due to the formation of Cys sell-assembled monolayer on the
gold surface through thiol group (—SH). In addition, the electro-
static repulsion between the carboxylic group (—=COOH} of the Cys
and the negative charges of the electrolytes Fe{CN)s*~ [Fe{CN}y*-
contributed to the blockage of the redox process (n the electrical
double layer

The amino group (—NH;) of the Cys molecule enabled the for-
mation of & covalent chemical bond with the carboxylic group
of the MBA present in the MBA-AuNps system. In addition, the
covalent bound is obtained by using EDC:NHS coupling method.
After adding nanoparticles on the Cys-modified electrode s
observed an increase In the current signal, The velmmmogram
for Cys-MBA-AuUNDs demonstrated a quasi-reversible behavlor in
relation to BGE. The (mproved charge transfer (S due 1o the pres-
ence of an aromatic-ring in the MBA molecule, facilitating the flow
of electrons at the electrode-solution interface | 24.25) In addition,
AuNps have been extensively used as electron-conducting path-
ways between active biomolecules and electrode surface [26)

EDC and NHS were used to activate the Cys-MBA-AuNps
mod:fied electrode. Subsequently, ant-DENV antibodies were
Immaobliized by means of covalent binding berween the amino
group present in the amino acld residue of the biomolecule and
the carboxylic group of the MBA. After that, a biosensitive platform
is obtzined resulting in a considerable decrease of the voltammet-
ric peaks due to 2 low penetration of the redox couple in the sensor
system.

EIS is a technological tool that provides additional Information
about kinetics of the electron transfer between the redox probe
and the clectrede surface. EIS technique was used to study the
impedance of the system in each stage of the development of the
sensor platform (261 The charge transfer resistance (Rer) corre-
sponds o the semicircle diameter of the Nyquistdiagram and is an
effective parameter for menitoring the interfacial process (271,

Fi 9b shows the impedance spectra for assembly steps of the
biedevice obtained in 3 frequency range between 100 mHz and
100 kHz. The electroche miczl characterization of the BGE showed &
low impedimetric response (Rgy = 288 Q) represented by a Nyquist
diagram with smal! semiclrcle and a quasi-linear behavior. After
adsorption of Cys on the BGE was verified an increzse in the resis-
tivity of the system (R = 242082} due to the partial Blockage of
the charge transfer in the electrical double Jayer, indicating the
adequate formation of the Cys monolayer.

By adding the functlonalized gold nanoparticies on the Cys-
modified electrode is observed a reduction of the electron transfer

(R = 1090 £2). This result is due to the physicochemical properties
of the MBA-AuNps systern that cause anincrease in the flow of elec-
trons between the electrode surface and solution. As expected, the
immobilization of anti-DENV antibodies on the Cys-MBA-AUNps
modified electrode caused a significant increase in the interfacial
resistance. Thus; it is verified that EIS data allows monitoring of the
anchorage process of the biomolecules,

After the sensor obtaining the elecsrochemical behavior of the
[mmobilized antbodies (Ant DENV-1, Anti DENV-Z, Anti DENV-2
and Anti DENV-4) were evaluzted The electrochemical response of
the sensor was evaluated after exposition to different DENV dilu-
tions (1:10; 1:25, 1:50, 1:75 and 1:100).

We can observe that after the recognition of contaminared
serum by the sensor system occurs an immune complex forma-
ton with 2 non-conductive nature, hindering the passage of the
faradaic current to the transducer. The immunosensor response is
proportional to the amouat of recognized molecules by the sen-
sor platform. CV analysis revealed that the systermn was capable 1o
detect DENV-1, DENV-2, DENV-3 and DENV-4 { Fig 4). After interac-
tion with different dengue virus, the anodic peak currents decrease
to 0.104 mA (DENV-11 B89 mA (DENV-21 9.00mA (DENV-3} and
9,80 mA (DEV-4) at 1:10 dilution. CV technique demonstrated that
DENV-3 and DENV-4 immunosensocs showed more significant
responses compared to DENV-1 and DENV-2 sensors. Of note, each
(mmunosensor was exposed to a 1:10 diiution of YFV, a virus of
the same family of DENV (n order to evaluate the selectivity, We
observed an insignificant increase in the Cole-Cole semicircie alter
exposition of the sensoc to YRV, dermonstrating the specificity of
the immunaosensar (Flg. 4) Therefore, owr results suggest that the
developed mmaunosensors have low potential for cross-reactivity,

In addition, the stepwise assembly and immunoreaction are
accompanied by a decrease in the amperometric response of the
electrode and an increase in the peak-to-peak separation between
cathodic and anodic waves of the redox probe (Fig. 4), The extent
of adsorption can be éxpressed in d relative percent deviation,

1017301 — (1 /13|

%)= -—v—(-ns‘-—l (1)
where i and o correspond to the anodic peak current before and
after immunoreaction process, respectively. Datz were cbtained
from Cys-MBA-AuUNPs-ant-DENV antibody sensor system before
and after the immunoreaction at fixed concentration (1:10% Our
resuits for each dengue immunesensor showed differences in
K%) relative values: DENV-1 (30,98%), DENV-2 (46.25%), DENV-3
(89.00%}, and DENV-4 (90.64%),

Fig 5 shows the Impedance spectra of the sensor exposed
o each type of dengue serotype at different dilutions and YFV.
We can observe that EIS znalysis were in according the €V
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measurements, We have evaluated the immebilization of each
anti-dengue antibodies for DENV-{1-4) on Cys-MBA-AuUNps
modified electrode (Fig 5), These immobilizations revealed an
increasing in the resistance electron transfer especially to Anti-
DENV-2 (918 k2] and Antl-DENV-3 {1740 k21 The evaluation of
the performance was performed and EIS plots confirmed that the
biological activity of the antibodies for DENV-[1-4) (Fig 5a-d)was
maintained for recognition to dengue virus at different dilutions,
This recognitien is based on the antibody-antigen interaction a
commeon phenomenon in biotogical systems Of note, to obtain a
good complementarity between antigen and antibody, a specific
region of antibody (paratope} requires of a compatible regioa in
the antigen (epitope) for the noncovalent interactions resulting in
the formation of the antibody-antigen complex. The noacovalent
Interactions involved (n this process are lonic bonds, hydrogen
bonds, hydrophobic interactions, and van der Waals forces |28]

The total (mpedance was determined by some parameters as
electrolyte resistance, Rg: double layer capacitance, Cyy; charge
transfer resistance, Rey and the Warburg element, W. In this work
we adopted a2 modified Randles equivalent circuit {Fig. 6) to fit the
measured results and provide mare detailed information about the
impedance of the modified electrode. Ry; and W, represent bulk
properties of the electrolyte solution and diffusion of the applied
redox probe, respectively but are not affected by chemical trans-
formations occurring at the electrode interface, In addition, Gy and
Rer depend on the dielectric and insulating features at the elec-
trodefelectrolyte interface,

The elements of the Randles circuit are shown in Tzble |, The
Ry values were higher for DENV-4 (44.22) and DENV-3 [(41.3 Q)

ar dilution 1:10 as comgared to DENV-1 (266 2) and DENV-
2 (252 Q). The performance of the blosensor was measured by
changes in the R providing quantitative information about the
assoclation of DENV and the antibody. ARp(%} Is calculated as
follows:

R (DENV) — Re{Antibody )
ARa(xy = FlOER Sl 2

where Reypew) 18 the value of the electron-transfer resis-
tance of the sensor system after DENV recognition, and
Renaminody) is the value of the electron-transfer resistance of the
Cys-MBA-AuNPs-znti -DENV antibody sensor systern before expo-
sure to different DENV. Flg. 7a shows the relation between ARqr
versus DENV dilution folds. We observed 2 |inear behaviar for
DENV-1, 2 and 3 where at higher concentrations values of AR
were Increased, However, a non-linear correlation between AR
and dllurion fold Is observed for DENV-4 (Flg. 7a} Moreover, anal-
yses of linear regression results showed a correlation coefficient
as follow: DENV-1 [R=099042), DENV-2 (R=095423), DENV-3
{R=096896) and DENV-4 [R=090918) ar a range of dilutions
of 1:10 to 1:100. According to these [nformation the responses
for each dengue immunosensor show some differences in AR
relative values sequences, where, DENV-4 [56.5-705%} DENV-
1 (33.7-199%), DENV-2 (21-1745%) and DENV-3 (6.4-141%}
At higher conentrations were observed a4 good interaction
antibody-antipen for all DENV immunosensors, especizlly to
DENV-4, The degree of DENV coating {#) on the surface of the
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Tabile |

Valoes of the equeval i b d from the fitting of the impecance

results
Medified electinde e (82} o [F) Rer (W3] w
Bare goid electrade 585 1.73 028 268
Cystein 560 135 242 480
Cystesn ¥DC NHS 533 877 077 458
Cystein /APy 574 360 109 464
Antibody DENV- | 47 246 430 427
DENV-1 (1,10} 538 277 %5 541
DENV-1 |1.25) a7l 2.76 242 315
DENV-1 [1:50) 380 266 20, 953
DENV-1 (175} 4587 213 138 513
DENV-1 |1, 100} 504 a7 na 393
Antibady DENV-2 466 134 ERE] 418
DENV.2{1.10) 522 1.88 252 A7
DENV-2 [1.28) 543 177 18,1 a0s
DENV-2 {1.50} 468 183 72 77
DENV-2 |1.75} 460 141 154 7
DENV-211:100} 532 1.74 1.1 383
Antbody DENV.3 877 1.82 174 448
DENV-3 |1.1C} 360 223 413 337
DENV-3 |1.25) 48 2400 350 420
DENV-311:50) 353 245 290 560
OENV.3 [1.75) 333 1l 242 270
DENV-3 {1 100} 209 262 220 861
Antibody DENV-4 533 143 549 ES]
DENV-4 {1.10) 538 1.62 442, o7
DENV-4 |1.25) 591 151 255 346
DENV (1,50} 573 0as 162 32
CENV-4 |1:75) 345 345 1o 482
DENV-4 |1:100 574 1.2% #33 330
Negative-YFV (1.10) 554 130 B2 37

Immunosensor was evaluated according to Eq. (31 foreach dilution
of the DENV.

51— ( Reriandbody) 3
Renoeny)

where Repjanmony) 5 the charge transfer resistance of the
Cys~MBA-AuNPs-anti-DENV antibody sensor systemn before expo-
suretodifferent and Reyjpeny) 8 the chirge transfer resistance of the
sensor systern after exposure to different concentrations of DENV,
Fig 7b shows a plot of # as a function of DENV dilution folds. The
value of & increases with increasing DENV concentration and is
found to be ~0.66 [66% ) for DENV-1.-0.63 [63%) for DENV-2.~-0.58
(58%} for DENV-3 and ~0.87 (87%) for DENV-4, The long-term stor-
age stability was performed during four weeks with the biosensor
stored at 4°C in PBS 10 mM (pH 7,4} The blosensor was stable for
four weels and only 22% of the initizl response was lost after this
period.

W

Rer

Fig 6. Equivatent carcuit used to Rtted impedance rescits.
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4. Conclusions

A new sensor platform consisting of 4-mercaptobenzole acid
medified AuNps was successfully synthesized in order to develop
immunosensors for dengue diagnosis. In this work, four differ-
ent immunosensors for specific detection of DENV-(1-4) were
obtained The developed system canbe considered a valuable aiter-
native as an immunosensor for label-free diagnosis of dengue, with
lowe cost and operational simplicity, Our results suggest applicabil-
ity of the immunosensor due to the high sensibility and specificity
in dengue dizgnostic.
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