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RESUMO

Este trabalho apresenta uma aplicacdo da biologia molecular como ferramenta para a andlises da estrutura proteica
da Apirase (ATP-difosfatase) - uma proteina vegetal (Solanum tuberosum) usada como imunoreagente na
deteccdo de anti-anticorpos de Schistosoma mansoni (Sm). Através do modelado por homologia entre a Apirase
homo sapiens e a Apirase Solanum tuberosum se obteve um modelo hipotético que permitiu determinar os
aminodcidos predominantes para a ligagdo covalente da proteina na superficie do transductor do imunosensor de
composito grafite-epoxi (GEC). O GEC foi modificado para seu uso para detectar a interagdo antigeno-anticorpo.
A estrategia de modificacdo baseia-se na silanizacdo do biocomposito. Primeiramente, o GEC foi tratado com
perdxido de hidrogénio para favorecer a imobilizacdo através da formagao de uma camada hidrofilica. A seguir, o
aminopropiltrietoxysilane (3-APTES) foi usado para funcionalizar a superficie tratada e formar grupos aminos, os
quais foram posteriormente ativados com glutaraldeido para introduzir uma camada de grupos aldeidos. A
efetividade da estrategia de modificac@o foi validadada por imunoensaios amperometricos de S. mansoni.

ABSTRACT

This work presents an application of molecular biology as tool for the analyses of the proteinic structure
of the Apirase (ATP-difosfatase) - a vegetal protein (Solanum tuberosum) used as imunoreagente in the
detection of anti-antibodies of Schistosoma mansoni (Sm). Through modetation for homologia between
the Apirase homo sapiens and the Apirase Solanum tuberosum got a hypothetical model that allowed to
determine predominant amino acids for the linking covalent of the protein in superficie of the transducer
of the imunosensor of composite Graphite-Epoxi (GEC). The GEC was modified for its use to detect the
interaction antigen-antibody. The strategy of modification was silanization of the biocomposite. First,
the GEC was dealt with hydrogen peroxide to favor immobilization through the formation of a
hydrophilic layer. To follow, aminopropiltrietoxysilane (3-APTES) was used to funcionalize superfice
treated and to form amino groups, which later had been activated with glutaraldeido to introduce a layer
of groups aldehydes. The effectiveness of the strategy of modification was valided by amperometrics
immunoassays of S. mansoni.
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1. INTRODUCAO

No imunoensaio alternativo do projeto a proteina ATP-difosfohidrolase (ADPase, EC. 3.6.1.5) de Solanum
tuberosum — proteina de origem vegetal — aqui referida como antigeno, foi utilizada para a constru¢do de um
imunosensor amperometrico para diagndsticos soroldgicos da doenca esquistossomose ou a deteccdo de anti-
anticorpos de S. mansoni. Os anticorpos presentes em soros de pacientes com esquistossomose sdo capturados
pelo antigeno imobilizado. O eletrodo de compdsito grafite-epdxi foi primeiramente tratado com glutaraldeido
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para a imobilizacdo do antigeno e a interagdo de afinidade foi monitorada por voltametria no potencial de —500
mV a +500 mV (versus eletrodo de referencia de Ag/AgCl) usando conjugado IgG-HRP e uma mistura de
substrato (H202 + TMB). Neste caso, o elemento de reconhecimento bioquimico € provido da proteina Apirase
e de seu respectivo conjugado etiquetado com a enzima peroxidase (HRP) que seletivamente catalisa a reagdo de
um substrato para produzir um produto eletroativo. O transdutor amperométricos fornece a corrente medida, e
através de uma relagdo previamente estabelecida entre o sinal do transdutor e a concentracdo analitica (curva de
calibracio) se permite quantificar o analito.

No imunoensaio ELISA, o anticorpo conjugado (HRP-Ac) capturado sobre a superficie € medido usando uma
mistura de substrato: 3,3°,5,5” tetrametilbenzidina (TMB) e peréxido de hidrogénio (H202). O H,0, é o substrato
do HRP e o TMB serve como uma ponte eletroquimica ou mediador da transferéncia do elétron entre o elétrodo e
o HRP [Fanjul-Bolado, P. et. al (2005); Mecheri, B., et .al. (2004)]. As interacdes de HRP, do TMB, e do H,0, na
superficie do elétrodo sdo ilustradas no esquema da figura 1.

Hy0 Anticugrpo

Figura 1. Ciclo catalitico da peroxidase

A reagdo enzimadtica do ciclo é como segue:

H,0, +2H" +HRP;ey —— HRPy + 2H,0 (1.1)

Neste processo o HRP estd sendo convertido de sua forma original (ativada pelo H202) a sua forma oxidada
(HRPox). A enzima é regenerada pelo TMB:

2TMB + HRPox ——> 2TMB" + HRPeq (1.2)

Na solugdo que contem suficientes concentragdes de H202 e de TMB, a formagdo de TMB+ pode ser usada como
uma medida da atividade do HRP. A detec¢do do imunosensor é baseada na eletroredu¢cdo do TMB+ na superficie
do sensor. No imunosensor aplica-se pulsos de potencial (versus o elétrodo da referéncia de Ag/AgCl) e a corrente
medida € devido a seguinte reacdo:

TMB" + e —— TMB (1.3)

A reacdo (1.3) gera a corrente da redugdo que € diretamente proporcional a concentragio de TMB+ e,
conseqiientemente, a quantidade de HRP—Ac capturado no sensor.
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O TMB como substrato mediador do HRP em teste ELISA eletroquimico, obtido pela andlise amperométrica do
TMB oxidado, tem sido também amplamente usado como um substrato cromogénico da peroxidase de
horseradish (HRP) em kits comercial de teste ELISA (Zhong T-S, et al., 2004)

2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
2.1 REAGENTES

A proteina ATP-difosfohidrolase (ADPase, EC. 3.6.1.5) comumente chamada Apirase, foi usadas nos
imunoensaios para a detec¢do dos anti-anticorpos de Shistosomiasis mansoni € as amostras padroes de soros
foram subministrado pela Profa. Eveline Vasconcelos, do departamento do Bioquimica do Instituto de Ciéncia
Biol6gica da Universidade Federal de Juiz de Fora. O anticorpo conjugado foi obtido da Zymed Laboratoy, sendo
usado o anti-humano HRP-IgG bovina produzido em cabra, conjugado com a enzima peroxidase. Os reagentes
3,37,5,5 -tetrametilbenzidina (TMB), 3-Aminopropiltrietoxisilano (APTES), Glutaraldeido (GA) e a Glicina
foram obtidos da Sigma-Aldrich. O p6 de grafite da Fluka, EUA; a resina grafite-ep6xi e o acelerador grafite-
epoxi (resinas de Epoxi, 331) foram comprados de Epoxtec, Brasil. A etanolamina, Etanol absoluto e foi usado e
as solucoes tampdes foram diariamente preparadas. O tampao fosfato salina (PBS), pH 7,2, solugdo tampao de
0,1M carbonato de sédio (pH 9,2) foi usado. O tampao bloqueador continha caseina 2% e o Tween20 0,05% no
tampao PBS (pH 7,2). O tampao de lavagem continha 0,05% de Tween20 no tampdo PBS (pH 7,2). A solugdo
tampao de carbonato de sédio (pH 9,2) foi usada para diluir a proteina do Apirase. Todos os produtos quimicos
restantes usados foram de grau analitico. Todas as solucdes foram preparadas com dgua de Milli-Q.2.2

2.2 CONSTRUCAO DO ELETRODO

A superficie do compdsito grafite-epoxi foi modificada segundo a técnica descrita por Sree P. et al. (1998), com
as seguintes modificacdes: 1) Tratamento Térmico: 0.5 g do p6 da grafite em p6d foram aquecidos em um forno do
ar quente a 100 -110 °C durante 2 h.. 2) Peroxidacdo: A matriz tratada termicamente foi suspensa numa solucio
do H,0O, 30% durante 96 horas na temperatura ambiente. O tratamento com o peréxido de hidrogénio introduz os
grupos hidroxilas sobre a matriz (Willner 1. e Katz E., 2000). Logo, esta matriz foi lavada 3 vezes com dgua de
Milli-Q. Mais tarde, centrifugada a 10000 g por 20 minutos ou separada mediante sucessivas filtracdes. O
sobrenadante foi rejeitado e o pellet foi secado num dessecador e se procede entdo com a etapa seguinte. Etapa 3 —
Preparacdo do compdsito-elétrodo: - o pé de grafite peroxidado e seco é misturado manualmente com resina epoxi
ma relagdo de 60:40 (% w/w). A pasta resultante foi colocada no corpo cilindrico do eletrodo feito de Teflon (~1.5
milimetros d. i.) e 3mm de profundidade, em contato com o fio elétrico. O compdsito foi curado a 80 °C durante
uma noite. Antes de cada uso, a superficie do elétrodo € umidificada com agua Milli-Q e logo é lixado
sequencialmente com papel lixa 400, 600, 1200 e 2000 até obter uma superficie lisa e brilhante e finalmente o
composito-eletrodo € aplicado um banho de ultra-som por 20 minutos. O contato elétrico € obtido ao inserir um
arame de cobre (material elétrico empregado usualmente) na parte superior do eletrodo. No outro extremo foram
mantidos aproximadamente 3 mm vazio para logo ser enchido com a pasta de carbono modificada (suporte de
grafite com proteina imobilizada

2.3 IMOBILICACAO DA PROTEINA

O protocolo de imobilizacdo da proteina Apirase foi baseado no método de silanizagdo com APTES e na ativacao
com GA (Cass e Ligeler, 1998). O procedimento consite em: a) Submergir o elétrodo-compdsito numa solucio
APTES 5 % em etanol durante 1h a temperatura ambiente; b) Enxaguar completamente a superficie silanizada
com dgua Milli-Q e etanol, sequencialmente; ¢) O suporte é curado em um forno a vacuo a 80°C durante a noite;
d) Submergir o suporte curado numa solu¢do de 2.5% de glutaraldeido em tampdo carbonato durante 2h a
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temperatura ambiente; e)Enxaguar trés vezes o suporte completamente com PBS; f) Inocular o suporte modificado
numa solu¢do contendo Sug/ml de Apirase em tampao carbonato pH 9,2 durante a noite; g) Enxaguar
completamente a proteina ndo ligada na superficie com tampao PBS; h) Para obstruir os grupos de aldeido que
ndo se ligaram aos grupos terminais da proteina, o suporte é submerso em solu¢do de etanolamina 0.2 M durante 1
h; 1) O suporte é submerso numa solugdo de tampao bloqueador a fim de obstruir os locais hidrofébico e
hidrofilico livres na superficie do elétrodo e a fim de evitar ligacdes ndo especificas; m) o imunossensor &
enxaguado com dgua Milli-Q e armazenado em tampao PBS a 4°C.

2.4 PROCEDIMENTO DO IMUNOENSAIO/IMUNOSSENSOR

Os ensaios indiretos ELISA foram realizados a fim determinar a resposta imune e/ou uma quantidade de anti-
Apirase preliminar do anticorpo (SmAb) presente na amostra O imunossensor com Apirase imobilizada é
incubado em 200 pL da solucdo da amostra de soro que contem os anticorpos primarios diluido em tampao PBS;
a seguir o imunossensor enxuaguado 3 vezes com tampao de enxdgiie, submerge-se em tampao bloquedor e
posteriormente € incubado como o anticorpo conjugado (HRP-IgG) (diluido 1:3000) na temperatura ambiente.
Entdo, o imunossensor é enxaguado completamente com tampdo de enxdgiie para remover todo o anticorpo
secunddrio ndo ligado. O elétrodo é colocado em uma célula eletroquimica com 4ml de tampao citrato 0.1 mol I-1,
pH 5.5. Ap6s a adicdo 100 uLL de uma mistura de substrato da peroxidase -TMB e de H202 - (concentracdo final
de 5 x 10" mol de 1" e de 1 x 10~ mol de 1", respectivamente), o sinal amperométrico é medido. O sinal
amperométrico € gravado a 100 mV/s de -500 mV a 1000 mV contra o elétrodo da referéncia de Ag/AgCl..

2.5 DETERMINACAO DA REATIVIDADE NO IMUNOENSAIO AMPEROMETRICO

O controle negativo e as amostras de soros de pacientes ndo infectados com esquistossomiase previamente
analisado a traves de técnicas convencionais (imunofluorescéncia indireto e ELISA), foram analisados pela
metodologia proposta. As condigdes experimentais foram analisadas como segue: Ag (0,5 pL de solucdo em
stock, 9,743 mg/ml), Ac (diluicdes seqiienciais de 1:100 até a:3200) Ac* (1: 3000, solugdo stock 0,75 mg/ml ),
H,0O, (1 mol do x 107 L™ e TMB (5 mol x 10~ mol L™"). A reatividade inicial é obtida como as médias das
intensidades obtidas com os soros negativos mais duas vezes o desvio padrao.

3. RESULTADOS

Os voltamogramas ciclicos obtidos com o eletrodo de grafite-epdxi em branco (sem adicdo covalente do
imunoreagente) se realizaram em uma dissolu¢do de ferrocianato, Fe(CN)63'/ Fe(CN)64-, e KC1 0,05 mol L' a
diferente velocidades de varredura de potencial.

As caracteristicas de voltametria ciclica do imunossensor unicamente como compésito GEC sdo apresentadas na
figura 2.
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Figura 2 —Voltamogramas ciclico do eletrodo de compésito GEC.

3.1 OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE ANALISE

O objetivo destes testes foi otimizar os pardmetros do procedimento do ensaio ELISA indireto. A concentracio de
Apirase imobilizada na superficie do transdutor foi fixada em Sug/ml, segundo a metodologia anteriormente. As
varidveis otimizadas do imunoensaio foram: 1) temperatura de incubagdo, 2) dilui¢do do anticorpo conjugado com
a peroxidase, 3) pH do tampao do meio revelador e 4) tempo de incubacao.

3.1.1 — Efeito da Temperatura de incubacio
O efeito da temperatura de incubacdo na resposta amperométrica do imunosensor foi examinado variando a
temperatura entre 5 a 40 °C e mantendo a dilui¢ao do Ac* em 1:1000, pH 5,0 e tempo de incubacio de 40 min.
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Figura 3 - Efeito da temperatura de inoculacio

Segundo os testes realizados, foi encontrado que o sinal aumenta com um aumento da temperatura até 28 °C, e
logo diminui a temperaturas mais altas (figura 3). O decremento do sinal a temperaturas mais altas pode atribuir-
se ao efeito da temperatura no pH da solucdo da incubacio, que diminui 0,0032 unidades de pH (vide sub—grafico
na Figura 3) com um aumento da temperatura da incubacdo que se da a partir de 20 °C até 40 °C (ponto de
deflexdo). Para simplificar a operacdo se se selecionou a temperatura ambiente (25 °C) como temperatura de
incubacdo, a qual foi utilizada em todos os experimentos.

3.1.2 Efeito do pH
A figura 4.mostra um nivel de resposta mais alto na faixa de pH entre 4,5 — 6,5 . Sendo que, o pH 6timo meio é de
5,5. Nos experimentos com o imunossensor foram realizados com o tampao citrato 0,1M, pH 5.5.
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Figura 4.— Variag¢do do pH do tampao citrato do imunossensor previamente inoculado em
uma solug@o contendo o anticorpo conjugado com HRP a 25 °C.

3.1.3 — Efeito do anticorpo secunddrio

O efeito da concentracdo de Ac* foi investigado também A resposta amperométrica do imunossensor também
depende da quantidade do anticorpo conjugado (IgG-HRP anti-Apirase humana) empregado para detectar
indiretamente a presenca dos anticorpos primdrios presentes nas amostras de soros mediante a reagdo enzimatica
do HRP. A resposta 6tima foi obtida incubando o imunossensor em varias solu¢des de IgG—HRP (stock solution:
0,75 mg protein mL™") da mais diluida a menor diluigdo (1:7000,1:6000,
1:5000,1:4000,1:3000,1:2000,1:1000,1:500) a temperatura ambiente. Na Figura 5 se observa que a resposta
aumenta linearmente até 0.375 mg/mL de HRP-IgG em a solucdo e depois tende saturar. Uma concentragdo mais
alta ou mais baixa de HRP-IgG conduz a uma diminuicdo da concentracdo da deteccdo de SmAc livre nas
amostras de soro, porque os epitopos da superficie da proteina Apirase imobilizada no imunossensor siao
limitados. Por tanto, 100uL. da solucdo final de HRP-IgG (0,75 mg/mL de HRP-IgG diluido em 1:3000) foi
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utilizado rutinariamente para a incubag@o do conjugado nos ensaios. A concentra¢do do substrato era fixada (5 x
10" mol 1" de TMB e 1 x 10° mol. 1", H,0,)
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Figura 5 — Efeito da concentragdo do anticorpo conjugado a temperatura ambiente.
Concentragdes calculadas para diversas diluicdes de 0,75 mg/ml de IgG-HRP puro.

3.1.4 — Efeito do tempo de incubacio

O efeito do tempo de incubacdo sobre o sinal amperométrica foi investigado. O tempo de incubag@o permite
maximizar as interagdes entre Ag — Ac e Ag —Ac*. Durante a incubagdo do imunossensor na amostra, 0s
anticorpos presentes na amostra se ligaram a Apirase imobilizada na superficie do imunossensor, o qual requer de
um tempo para formar um imunocomplexo compacto. O efeito do tempo de incubagdo para a interacdo do Ag-
Ac* € apresentado na Figura 6.0 sinal amperométrico aumenta rapidamente com o tempo da incubagdo até 25
min, e apds 45 min se estabiliza e depois diminui o valor. O que parece ser uma conseqiiéncia dos efeitos totais da
acdo, entretanto que a concentracdo de SmAc livre diminui O tempo 6timo de incubagdo foi determinado em 30
minutos, para todos os experimentos.
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Figura 6 — Variacdo do tempo de inoculacao do imunossensor contendo 5 ug/ml de Apirase
incubado em diferentes tempos na solugdo tampao de citrato contendo HRP-IgG a 25 °C.

3.1.5 — Testes soroldgicos com imunossensor

Ap6s a otimizacdo dos pardmetros experimentais, empregou- se para a prova soroldgica ELISA um pool de soros
positivos (n = 4) como controle positivo e 4 soros controles negativos para a esquistossomose na determinacdo do
limiar de reatividade. Os soros padrdes positivos e negativos foram previamente confirmados pelas técnicas
convencionais em sorologia (ELISA e imunoflorescéncia indireta), proveniente de uma soroteca e sem
identificacdo dos pacientes correspondentes as amostras foram cedidas pelo Laboratério de Analises de Proteinas
do Departamento de Bioquimica do Instituto de Ciéncias Bioldgicas — UFJF. O limiar de reatividade foi
determinado a partir de médias das intensidades amperométricas das amostras de soros negativos acrescida de
duas vezes o desvio médio das intensidades amperométricas.

Procedeu-se os ensaios alternativos com as amostras padroes na determinacdo dos anti-anticorpos da Apirase
empregando o imunossensor segundo a metodologia descrita anteriormente. Os soros foram diluidos na proporc¢ao
1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600 e 1:3200. De acordo a Tabela 1 todos os soros de pacientes infectados com
esquitossomiasse apresentaram uma intensidade de corrente maior que as respectivas medias das reatividades para
cada diluic@o.

Tabela 1 — Soros positivos analisados com imunosensor

Ip /mA
iluigdo . . . .
Sore 1:100 1:400 1:1600 1:3200
1 2833,0 +42,4 2422,5+50,2 2000,5+111 1209,0 +25,3
2 2230,5 +38,9 1909,0 +210,7 1353,0 £253,5 915,3 +202,1
3 1531,3+259 926,1 £202,1 550,6 +27,3 386,9 +67
4 1404,5+115,6 652,8 +30,5 543,3+17,9 417, 7£111,7

3.1.6 — Curva de diluicdo de soros positivos

Como mostrado, ao considerar o menor valor do controle negativo (dilui¢do 1:100) da intensidade de corrente de
464,1 nA. A curva de dilui¢do dos soros positivos (Figura 7) deu uma interpolacido do valor da interrup¢do que
conduz a sensibilidade amperométrica da reacio até a diluicdo de 1:2400. Este fato demonstra a alta sensibilidade
da metodologia proposta.
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Figura 7- Efeito da diluigdo do anticorpo primario no imunosensor

4. CONCLUSAO

Para demostrar o uso de eletrodo de grafite-epoxi para a determina¢ap de anti-anticorpo de Schitossoma mansoni
em amostras de soros humano, 4 amostras com diferentes graus de infecdo foram testadas. Observando-se que a
intensidade amperométrica aumenta com o incremento do grau de infecdo. Este resultado implica que a
concentracdo ou dilui¢do detectavel de anti-SmAc proposto no sistema satisfaze os requerimentos de analises
clinica e seu uso para a determinacdo de anti-apirase em soro humano e avaliacao da reatividade € reatividade é
factivel. Por outro lado, o tempo da incubacgdo para Ag-Ag e Ab-Ac* usando o método de ELISA que em média
era per-noite e 2 h para cada interacdo, entretanto para o imunosensor foi reduzida a 45 min e 30 min.,
respetivamente.Além da reducdo no tempo de andlise € importante forcar que todas as amostras que eram
positivas usando o método de ELISA eram também positivas usando o imunosensor, assim refor¢a a validez do
método proposto. Para a anélise rotineira, a metodologia deve ser estandardizada e uma comparagdo detalhada das
vantagens ou das desvantagens do ELISA excedente do método do elétrodo sera perseguida no futuro préximo.
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