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Resumo

Neste trabalho é reportado o desenvolvimento de um novo imunossensor
eletroquimico para o diagnostico da doenca de Chagas (DC). O dispositivo foi
baseado na imobilizacdo de AuNPs funcionalizadas com o polieletrélito cloreto de 3-
n-propil-(2-amino-4-metil)piridinio silsesquioxano (SIAMPy*) e antigenos proteicos
relacionados ao protozodario Trypanosoma cruzi sobre eletrodos de carbono vitreo
oxidados (ox-ECV). As AuNPs-SIAMPy* foram sintetizadas e caracterizadas por UV-
VIS, FTIR, MET e determinacdo do potencial zeta. A plataforma obtida foi
caracterizada por voltametria ciclica (VC) e espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIE) na presenca do marcador redox [Fe(CN)s]*’*. O principio de
deteccdo baseou-se na variacdo da corrente de pico obtida por voltametria de onda
quadrada (VOQ) apOs imunoensaios na presenca de amostras de soro contendo
anticorpos policlonais especificos para antigenos de T. cruzi (ABpc). O dispositivo
mostrou-se sensivel e seletivo para a deteccdo de ABpc e nao sofreu influéncia de
outros componentes do soro (controle negativo). Os resultados obtidos sugerem que
0 imunossensor pode encontrar aplicacdes clinicas para o diagnéstico da DC.

Introducéo

A doenca de Chagas (DC) é causada pelo protozoario hemoflagelado
Trypanosoma cruzil e é classificada como uma doenca negligenciada®?. O
diagndstico clinico de infeccdo por T. cruzi é geralmente realizado a partir da
utiizacdo de métodos como coleta de sangue, exame parasitoldgico, exame
sorolégico, xenodiagnéstico e a hemocultura®, os quais geralmente sdo lentos e nem
sempre sensiveis* para o fornecimento de resultados confidveis. Assim, o
desenvolvimento de novos métodos que sejam sensiveis, robustos, praticos e
economicamente viaveis para o0 diagnostico clinico precoce da DC faz-se
necessario. Neste cendrio, 0 emprego de imunossensores eletroquimicos a partir da
imobilizacdo de antigenos ou anticorpos na superficie de transdutores tem ganhado
destaque como uma promissora alternativa aos métodos citados anteriormente para
diagnéstico da DC, devido a vantagens como especificidade, alta sensibilidade,
possibilidade de miniaturizacdo e resposta rapida®. O desempenho analitico de um
imunossensor pode ser ainda melhorado a partir da co-imobilizacdo de materiais
nanoestruturados, juntamente com os antigenos ou anticorpos. De maneira especial,
a aplicacdo de nanoparticulas de ouro (AuNPs) em imunossensores pode
incrementar de modo substancial as suas propriedades, favorecendo o aumento de
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sua sensibilidade, o aperfeicoamento de suas propriedades eletrocataliticas e
também o aumento da estabilidade do sistema, uma vez que a biocompatibilidade
apresentada pelas AuNPs pode favorecer a interacdo das mesmas com as
biomoléculas imobilizadas na superficie do transdutor. Neste sentido, o presente
trabalho visa desenvolver um novo imunossensor para diagnéstico clinico da DC, a
partir da imobilizacdo de AuNPs e antigenos proteicos sobre eletrodos de carbono
vitreo oxidados (ox-ECV). Empregou-se AuNPs funcionadas com o polieletrélito
cloreto de 3-n-2-amino-4-metil piridinio silsesquioxano (AUNPs-SIAMPY*).

Material e Métodos

As AuNPs-SIAMPy* foram obtidas por reducdo do complexo [AuCls] (2,25
mmol L) empregando o SiAMPy* (3,0 g L'!) como agente estabilizante e NaBHa4
(5,5 mmol L1) como agente redutor®. As suspensdes obtidas foram caracterizadas
por espectroscopia UV-VIS, FTIR, determinagdo do potencial zeta e microscopia
eletronica de transmissdo (MET). A superficie do ECV foi limpa’, oxidada por VC em
H2S04 0,5 mol L e entdo ativada por 30 min em solu¢do de EDC 100 mmol Lt e
NHS 50 mmol L1 8. A seguir, as AuNPs-SiIAMPy* foram depositadas sobre o0 ox-ECV
por 60 min. A imobilizacéo de antigenos relacionados a DC (AGnoc) foi realizada por
incubacdo dos eletrodos em AGpc durante 60 min. Os sitios de ligagdo néo-
especificos foram blogueados com uma solucdo de BSA 0,005% (m/V) por 30 min.
O imunossensor foi designado como ox-ECV/AuNPs-SIAMPyY*/AGpc. Os
imunoensaios para deteccdo de DC foram realizados por incubacdo dos
imunossensores em soro contendo anticorpos anti-T. cruzi (ABpc) durante 30 min.
Os imunossensores foram caracterizados por VC e EIE, e os imunoensaios foram
realizados por VOQ. Empregou-se uma célula contendo o ox-ECV/AuNPs-
SIAMPyY*/AGpc como eletrodo de trabalho, um eletrodo Ag/AgCI/KClsat como eletrodo
de referéncia e um fio de platina como eletrodo auxiliar. Os experimentos foram
conduzidos em um potenciostato Autolab® M204, em meio de tamp&do PBS 0,15 mol
Lt pH 7,4 contendo 5,0 mmol L de Ks[Fe(CN)s] e Ks[Fe(CN)e].3H20. Imunoensaios
para deteccdo de anticorpos relacionados a DC foram realizados com o
imunossensor empregando-se VOQ, novamente em meio de [Fe(CN)e]3/4-.

Resultados e Discusséo

Espectros na regido do UV-VIS evidenciaram que as AuNPs-SIAMPy*
apresentaram bandas em 234 nm (transicdes m—T dos anéis piridinio da estrutura
do SIAMPy*), em 297 nm (transferéncia de carga intermolecular entre os grupos 2-
amino-4-metilpiridinio) e em 521 nm (ressonancia plasmon de superficie) (Figura
1A). O espectro de FTIR obtido para o SIAMPy* mostrou bandas em 3310 e 3104 (v
NHz), 1665 e 1584 (anel piridinio), 1044 (vass Si-O-Si) e 797 cm™ (vsim Si-O-Si). Para
as AuNPs-SIAMPy*, foram observadas bandas em 3312, 3156, 1663, 1585, 1071 e
791. O deslocamento das bandas referentes aos grupos -NH2 e Si-O-Si pode ser um
indicativo da interacdo entre o SIAMPy*" e as AuNPs, sugerindo que tais grupos
podem estar envolvidos na estabilizagdo das nanoparticulas formadas (Figura 1B).
Imagens obtidas por MET (Figura 1C) revelaram que as AuNPs-SIAMPy* séo
homogéneas e apresentam uma morfologia esférica, com um didmetro médio igual a
5,8 £ 1,6 nm. Confirma-se deste modo a eficiéncia do silsesquioxano SIAMPy* para
a estabilizacdo das nanoparticulas formadas.
Figura 1. (A) Espectro na regido do UV-VIS da suspensao de AuNPs-SIAMPy*. (B)
Espectros de FTIR de filmes cast de Si2A4AMPy*Cl" e da suspensdo AuNps-
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Si2A4AMPy*CI'. (C) Imagem de MET obtida em magnificacdo 50 kx para as AuNPs-
SIAMPy* e histograma de distribuicdo de tamanho.
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As AuNPs-SIAMPy* apresentaram potencial zeta igual a +58,6 mV,
sugerindo sugere que as mesmas sao positivamente carregadas (devido a presenca
dos grupos piridinio do SIAMPy*) e estaveis em suspensdao. A estabilizacdo pode ser
resultante de uma combinagédo de efeitos estéricos e eletrostaticos exercidos pelo
invélucro de SIAMPy* ao redor de cada nanoparticula (estabilizacédo eletrostérica).

As construgbes dos imunossensores foi monitorada pela realizacdo de

medidas de VC e de EIE (Figura 2). A oxidacdo do ECV em H2SOa4 proporcionou
uma diminuicdo nas correntes de pico (Ilp) e um aumento na resisténcia a
transferéncia de carga (Rct) para o processo redox dos ions [Fe(CN)e]*’®, como
consequéncia da repulséo eletrostatica entre estes e os grupos COO" na superficie
do ox-ECV. A deposicdo das AuNPs-SIAMPy* foi acompanhada por um aumento
nas Ip e uma diminuicdo na Rc, 0 que se deve a condutividade elétrica elevada e a
alta area superficial das AUNPs-SIAMPy* (SAHA et al., 2012). Novas diminui¢cdes na
lp e aumentos na Rct foram observados apoés a ligacdo dos AGpc e da BSA, o que
deve-se ao efeito isolante causado a partir da imobilizacdo das biomoléculas na
superficie do eletrodo. A ligagdo dos AGpc a plataforma ox-ECV/AuNPs-SIAMPy*
provavelmente ocorreu por interacdes eletrostaticas e ligacdes covalentes do tipo
Au-S e Au-N entre as moléculas de AGoc e as AuNPs-SIAMPy™.
Figura 2. (A) Voltamogramas ciclicos e (B) espectros de impedancia eletroquimica
(diagramas de Nyquist) obtidos a cada etapa de constru¢do dos imunossensores em
meio de tampédo PBS 0,15 mol L? pH 7,4 contendo 5,0 mmol L* do marcador redox
[Fe(CN)g]3/-.
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Uma queda significativa no valor de Ip foi observada apo6s a incubacéo dos
imunossensores na amostra de soro que continha anticorpos caracteristicos da DC
(ABpc) (Figura 3A), o que pode estar relacionado a formac¢ao de imunocomplexos na
superficie do eletrodo. A incubacdo dos imunossensores em amostras de soro na
auséncia de ABpc (controle negativo) ndo causou uma diminui¢do de Ip na mesma
ordem de magnitude, sugerindo que o dispositivo ndo exibiu influéncia significativa
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de outros componentes proteicos presentes na amostra testada. Isto pode ser
tomado, como uma evidéncia de que o imunossensor foi capaz de detectar de forma
especifica os ABpc. Uma maior variagdo |, foi observada para a plataforma ox-
ECVI/ISIAMPY*/AGpc em comparagao ao ox-ECV/AGpc e ao ox-ECV/SIAMPY*/AGbc
(Figura 3B), 0 que evidencia que as AuNPs e o silsesquioxano contribuiram de
forma sinérgica para uma imobilizacdo mais efetiva dos AGoc, levando a um melhor
desempenho analitico do imunossensor proposto.

Figura 3. (A) Voltamogramas de onda quadrada obtidos para o ox-ECV/AuNPs-
SIAMPY*/AGpc antes e apds incubacdo em amostra de soro contendo ABpc, em
tampdo PBS 0,15 mol L pH 7,4 contendo 5,0 mmol L1 de [Fe(CN)s]*’*). (B)
Respostas geradas pelo imunossensor apds incubacdo em soros na presenca ou
auséncia de ABbc, e por diferentes plataformas na presenga de ABopc.
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Conclusdes

Neste trabalho, um novo e atrativo imunossensor voltamétrico para
diagndstico clinico da doenca de Chagas foi desenvolvido, o qual foi baseado na
imobilizacdo de AGpc sobre uma plataforma constituida por um ECV oxidado e
modificado com AuNPs-SIAMPy*, as quais influenciaram positivamente o
desempenho do imunossensor. O principio de deteccdo do imunossensor baseou-se
na variacao da corrente de pico gerada pelo imunossensor na presenca do marcador
redox [Fe(CN)e]3’* apds incubacdo dos mesmos em amostras de soro contendo
anticorpos especificos para os antigenos imobilizados. Pode-se afirmar que o
imunossensor apresentado mostrou-se sensivel e seletivo para a deteccdo dos
biomarcadores de interesse, sugerindo possiveis aplicacbes em imunoensaios
futuros para diagndstico de DC. Ressalta-se ainda o papel eficaz do silsesquioxano
SIAMPy* na sintese das AuNPs, e a possibilidade de utilizagcdo das mesmas na
construcdo de outros sensores e biossensores eletroquimicos.
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