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(57) Resumo: BIOSSENSOR, SEU USO E METODO PARA
DETECGCAO DE IONS CALCIO. A presente invencdo se refere a um
biossensor para deteccdo de ions metalicos, particularmente lons
célcio, utilizando um eletrodo de vidro recoberto de ouro (BK7/Au) cuja
superficie foi modificada com tiois por meio da técnica de
monocamadas auto-organizadas (SAMs). Sobre estas superficies
preparadas, foram imobilizadas enzimas CaGc por meio de ligagao
covalente entre os grupos lisinas das mesmas e os grupos terminais
ativados presentes na monocamada. A detecgdo dos lons célcio é
realizada segundo medidas elétricas de potencial elétrico, por meio da
excitagéo elétrica na porta de um dispositivo do tipo SEGFET.
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BIOSSENSOR, SEU USO E METODO PARA DETECGAO DE iONS CALCIO

Campo da invencao

A presente invengédo se referé a um biossensor utilizado na detecgao e
quantificagéo de ions de calcio, seja na area alimenticia, seja na area médica.

Descricao do estado da técnica

A imobilizagao de proteinas em filmes de ouro é uma técnica ja conhecida .
que pode ser empregada para a construgéo de biosgensores. Os biossensores
possibilitam grandes avangos para a industria de alimentos e na area ambiental,
devido & capacidade de caracterizagdo e quantificagido de certos analitos de
interesse.

Um biossensor & definido .como um dispositivo compacto capaz de
fornecer informagao analitica, quantitativa ou semiqUantitativa, incorporando um
elemento de reconhecimento biolégico intimamente ligado a um transdutor. O
podendo este sinal ser: potenciométrico, amperométrico, condutométrico, 6ptico,

piezelétrico ou entalpimétrico, segundo o pnncuplo fisico de transdugao [1]

“Um blossensor consnste essencualmente de dons elementos um elemento

bioseletivo e um transdutor. O elemento bioseletivo pode reconhecer o analito de

.interesse e, desta maneira, reagir ou-se ligar a ele gerando, por meio de uma’

reacao bloqmmlca um smal que pode ser um produto da variagdo de massa,
absorgao ou emissao de luz, emisséo de calor, mudanga de estado de oxidagéo,
liberacdo de gases e etc. Ja o elemento transdutor possibilita o controle de um
processo ou fendbmeno, ou pode realizar uma medigao, através da conversio do
sinal bioquimico em sinal elétrico.

A forca motriz para o desenvolvimento de biossensores surgiu do
crescente interesse na miniaturizacido destes dispositivos, particularmente para
aplicagdo em sistemas de diagnostico. Biossensores eletroquimicos sido uma
escolha corrente uma vez que os mesmos apresentam melhor sensibilidade e

podem ser nanoestruturados.

A determinagdo de ions metalicos como o Calcio € de fundamental
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interesse em muitos setores industriais. Um exemplo comum € a questéo do leite
. en.riquecido,“importante’~ médida adotada em programas de combate & desnutriciao
-infantil. O ion Calcio esta presénte no organismo humano em cohéentrégéeé de
cerca de 2% (4,5 a 5,4 mg/dL em plasma sanguineo) sendo um fator importante
na formagao ossea do organismo. O ion calcio também esta presente em outros
processos como coagulagao sanguinea e batimento cardiaco. Ele também pode
ser encontrado na urina, em concentragdes variando entre 50 e 150 mg/24 hs
podendo atingir até 300 mg/24 hs em dietas enriquecidas [2-3]. Ainda como ion
de sinalizag&o intracelular, o ion Ca®* esta envolvido em muitas fungdes celulares
(como a fertilizagéo, contragao, diferenciacéo celular, proliferacao, apoptose e até
mesmo no surgimento do.cancer, em casos de falta de regulacéo).
Os métodos usuais para detecgdo de ions metéliqos baseiam-se em
medidas de fluorescéncia. |
__ A patente US. 5,154,890 intitulada “Fiber optic=potassium-ion-sensor’” -

descreve um sensor para detectar a concentragcdo de ions potassio. O referido

sensor compreende a molécula 2,2-bis(3,4-(15-crown-5)-2—nitrofenilca_rbamoxi v_

Thetil) tetradecanol-14 conhecida como BME-44 que complexa sel_etivamenté os
ions potassio. A molécula BME-44 se liga, através do seu sitio de ligagéo, a um
agente fluorescente -como Rodamina-B e depois & imobilizada em gel de
acrilamida, complexando os ions de pﬂotéssjp de forma que a intensidade da
“ ﬂuc;rescé‘rnlcia‘ aum.ér-lte..‘ A rﬁleanga_ na intensidade da ﬂuoreécéncia é uma
medida direta da concentragao de ions potassio.

O primeiro indicador fluorescente de calcio foi o 2-((2-(bis(carboximetil)
amino)-5"-metilfenoxi)metil)-6-metoxi-8-(bis(carboximetil)amino)quinolina, no qual
a ligacao do célcio a esta molécula causa um aumento na intensidade do sinal de
fluorescéncia [4].

A patente US 5,496,522 intitulada “Biosensor and chemical sensor probes
for calcium and other metal ions” descreve um sensor quimico e sondas
biosensoras paré medir cc;ncentragéeé baixas de metais e ions metalicos em

amostras complexas tais como: fluidos biolégicos, células vivas e amostras
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ambientais. Mais especifica_men‘te, a invengdo se refere a sond,as.’_.sensoras
quimicas contendo o agente fluorescente Indo-1, Fura-2 e Quin-2 para medir
baixas concentragbes de calcio, cadmio, magnésio e outros. Embora sensorés.
baseados em métodos fluorimétricos sejém muito sensiveis podendo distinguir
5 sinais inferiores a 1 pM, esta técnica necessita de um fluorimetro e, para uso
industrial, se mostra pouco pratica.

A proteina Calgranulina C recombinante (CaGC), também conhecida
como S1OOA12, € uma proteina que sofre mudangas conformacionais pela
‘ligagao de calcio, dando suporte ao seu potencial envolvimento em eventos

10 = celulares de transducéo de sinal dependentes de Ca?*. In vitro, essas mudangas

.~ conformacionais: sofridas -pela: ligagdo do calcio’ tornam a ‘CaCG uma atraente’
molécula para ser usada em biossensores. A CaGC ‘possui um sitio ligante
adicional de.Zn?*, comum para a maioria das proteinas da familia S100 da qual
ela faz parte. A ligagao do-Zn?* induz uma profunda-variagio nas propriedades da

15 proteina em se ligar ao Ca®*. Na auséncia de Zn?*, a CaGC se liga a um ion Ca?*
_por monomero ~enquanto que na presenga de Zn . a protema se Ilga a d0|s |ons_r
por monomero ‘sendo consnstente com a presenga de dois motivos ligantes de

- célcio (“EF-hands”) preditos na sua sequéncia primaria [5]. ,Sendo'os sitios de

-ligagdo-dos ions calcio e zinco separados, ‘podemos melhorar a eficiéncia da

20 I|gag:ao e, consequentemente, de deteccdo de calcio quando trabalhamos na .

presenga de zinco. Ainda é |mportante salientar que a CaGC n&o se liga a outros

| metais bivalentes que nao sejam o calcio, garantindo esbecificidade para a
deteccao. _ _

O Transistor de Efeito de Campo lon-seletivo (ISFET) foi apresentado

25 pela primeira vez por P. Bergveld, em 1970 [6]. Um ISFET & um dispositivo

eletrénico ion-seletivo usado para medir ions H* e outros ions, sendo que a troca

da camada dielétrica pode melhorar a sensibilidade do dispositivo. Tal dispositivo

se baseia em um MOSFET sem a metalizagcdo da porta onde a mesma € posta

divretamente em contato com uma solugéo. Uma das desvantagens deste tipo de

30 dispositivo & a isolagao entre o dispositivo e o meio quimico. Além disso, efeitos
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opticos também podem comprometer a sensibilidade dos mesmos [7].

Em 1983, J. Van der Spiegel et al. publicaram o primeiro artlgo utilizando
uma nova configuragdo ao sistema proposto por Bergveld onde o FET é |so|ado
do meio quimico, o Transistor de Efeito de Campo de Porta Estendida (EGFET)
[8].

Chi et al. propuseram uma estrutura de porta estendida separada sensivel
a ions H* (SEGFET) onde a estrutura original foi dividida em duas partes: um
eletrodo ion-seletivo conectado a porta, por meio de um fio metalico, de um

MOSFET comercial [9-10]. Este tipo de estrutura permite uma melhor estabilidade

em longo prazo e um custo baixo de produgdo uma vez que se utilizam
.dispositivos comerciais ja produzidos em larga escala como elemento transdutor. "

A publicagao internacional WO 88/08972 déscreve um instrumento de
. medigdo que possui uma proteina imobilizada, de forma reversivel de ligagao,

seletiva. no-transistor IGFET -localizado-em-um-sensor. Com o sensor imerso na-

solucao, a proteina liga-se a um componente selecionado da solugéo produzindo

~um efeito sobre uma corrente fluindo atraves do IGFET Apesar do ObjetIVO deste_

documento ser semelhante ao da presente invencao, tal documento descreve um

dispositivo FET com arquitetura IGFET, onde o eletrodo esta no préprio

semicondutor. Ja na presente invengdo, & proposta’uma arquitetura SEGFET,

onde o eletrodo esta desacoplado do - dispositivo. sensor. Nesse caso, ha-a

vantagem de termos o eletrodo livre para ser imerso na solugdo que se deseja
detectar calcio. Além disso, na referida publicagdo nao €é mencionada
especificamente a proteina que estamos utilizando. Na invencao, usamos
especificamente a proteina CaGC, para deteccao especifica de ions calcio. Esse
analito nao & mencionado no referido documento.

Embora filmes finos compostos de materiais de alta impedancia sejam
apreciaveis a dispositivos ion-seletivos baseados em estruturas FET (ISFETs),
filmes com melhor condutividade e sensibilidade se mostram mais adequados aos
dispositivos do tipo SEGFET. A imobilizagao de uma proteina diretamente ao

eletrodo de ouro revestido de uma monocamada molecular automontada
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funcionalizada, possibilita um tempo de resposta rapido uma vez-que a resposta -
do biossensor eletroquimico depende da transferéncia de massa do analito até o
biorreceptor imobilizado.‘ |
Na literatura ainda ndo foram publicados biossensores especificos para
5 jons metalicos como o Ca?" baseados em estruturas FET com enzimas
imobilizadas. Contudo, este protétipo para o sensoriamento de ions metalicos
oferece vantagens, tais como: simplicidade do biossensor, possibilidade de
miniaturizagcdo, portabilidade, baixo custo e a nao necessidade de pessoal
treinado para a utilizagdo do mesmo. Portanto, o biossensor desenvolvido se
10  mostra promissor para a quantificagio do ion metalico Ca2* com detecgéo de até
- 30 vezes o'Valor da concentracao dé calcio no léite comercial (cerca de 1,2 g/L).

Sumario da invencao

A presente invencdo se refere a um biossensor compreendendo uma
~--proteina  CaGC “imobilizada 'em Uma monocamada automontada de tiol, como
- 15 elemento bioseletivo e um transistor de efeito de campo (FET) pelo qual as
- medigdes sao realizadas, como elemento_transdutor. O. biossensor ¢ utilizado

| para deteccgédo especifica de-ions calcio em meio aquoso.

Breve descricao das figuras

A figura 1 mostra as etapas de fabricagao do biossensor.

20 A figura_2 mostra_o._esquema do. aparato. de medicdo -do--biossensor-

utilizando configuragdo SEGFET.
A figura 3 é um grafico do sinal de saida expresso como uma variagao de
tensdo em relagdo & quantidade de ions calcio presentes na solugao.

Descricio detalhada da invencio

25 Preparacio da proteina

A preparac¢io da proteina é realizada mediante duas etapas principais,
conforme mostrado na figura 1. Na etapa A, ocorre a formagao de uma
monocamada automontada de tiol, enquanto que na etapa B € realizada a
imobilizacdo da proteina CaGC por ligacdo covalente através da imersdo do

30 substrato em solugéo contendo esta proteina.
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Na etapa“A, o eletrodo de.vidro (BK7) recoberto com ouro, ou seja, o
substrato de BK7/Au, previamente limpo, € imerso por 24 horas em uma solugdo
etandlica de acido mercaptoundecandico a 1,5 mM (1 1-merca‘ptoundecanoic acid,

MUA). Em seguida, o substrato é lavado com uma solucéo recém preparada de

etanol:agua deionizada (75:25 v/v) para a retirada do excesso de material e seco :

em fluxo de N,. Uma monocamada automontada de MUA é entdo formada. A

monocamada de tiol € incubada em uma solugdo tampao contendo 100 mM de

" NHS (N-hydroxysuccinimide) e 100 mM de EDC (N—ethyI—N—(B:diethylaminopropyl) »

~ carbodiimide) por aproximadamente 16 horas, durante a noite, para a ativacao

dos grupos terminais da monocamada do éster de NHS.
" Para a lmoblllzagao covalente da CaGC (etapa B), os’ eletrodos foram
lavados em solugdo tampao e lm_edlatamente incubados em solugdo enzimatica

de CaGC a 2 mg/mL por 3 horas. Os grupos lisinas presentes na proteina se

ligam com o éster formando uma ligagac amida. A Figura 1 apresenta o esquema

dos passos descritos acima.

:Método de medicio de calcio. usando o blossensor

A Figura 2 apresenta o esquemar utilizado na transdugao do blossensor O -

snstema de medlda (SEGFET) é constituido de um amplificador operacional de

mstrumentagao comercnal operando como um seguudor de tensao ‘e de um

saida. O eletrodo de referéncia é aterrado e o eletrodo de trabalho é o substrato
de ouro contendo a enzima imobilizada (conforme descrito acima). O circuito
elétrico é, entdo, fechado pela imersdo de ambos os eletrodos, eletrodo de

trabalho e eletrodo de referéncia, na solugao de medida (que pode ser agua

- deionizada ou solugdo tampado de baixa forga idnica). Apods estabilizagcido do

sistema, para calibragdo do mesmo, aliquotas sucessivas de uma solugéo padriao
de cloreto de calcio, de determinada concentragéo, foram adicionadas a solugdo
de medida sob agitagdo suave. A agitacdo serve para homogeneizacdo da
solugdo e pode ser feita por meio de uma barra magnética. As medidas foram

realizadas a cada adicéo de solugao contendo ions calcio, apdés homogeneizacao

. ]



da solugao, sendo o sinal-de saida expresso como uma variagao.de tensdo que é
proporcional @ quantidade de ions calcio presentes na solugao (figura 3). Mais
especificamente, a detecgcdo dos ior{s 65Icio é‘ r(;alizada éegundo medidas
elétricas de potencial elétrico, por meio da excitagdo elétrica na porta do

5 dispositivo SEGFET, sendo o sinal resultante representado por uma curva
Diferenca de Potencial Elétrico em Relagdao ao Branco (solugao isenta do ion) em
relagdo ao Tempo, onde apds adicdo de amostras do analito, ha o aparecimento

de picos intensos dos quais podem ser relacionados .com as concentragdes dos
analitos em um simples eixo de coordenadas do tipo AV versus Concentracao.

10  Quanto mais ions célcio sdo capturados pela proteina, mais alta é a carga elétrica
o -que esses ions deram na'sqperfi'cie do eletrodo e maior o valor da corrente.
Embora o sistema apresente sinal ap6s a primeira adicao de solucao, veriﬁcou—se

que o sistema pode ser quantitativo apenas para a primeira adicdo. O sinal de:

" Tresposta (V0) foi medidé por meio de um miiltimetro digital-conectado a-saida do -
15 amplificador operacional de instrumentagcdo e foi expresso pela variagdo de

.tensdo com o tempo._ -

- —_— cE= pa— — —

Na figura 2 sao mostradas as conexdes do ampﬁficédor operaciori;_lﬁ;de? .
instrumentacao e 0 esquema de medig¢ao.
| As .etapas de medigdo podem, portanto, ser definidas pela: a) adicdo de -
20~ aliquota-de-solugdo padrao-de cloreto de calcio; b) homogeneizagédo da solugdo
por agitacao mecanica; c) tomada da medida.
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REIVINDICAGOES

1. Biossensor para deteccdo de ions calcio caracterizado por

compreender um elemento bioseletivo e um transdutor.

2. Biossensor, de acordo com a reivindicacao 1, caracterizado pelo

fato do elemento bioseletivo ser a proteina CaGC imobilizada em monocamada

automontada de tiol.

3. Biossensor, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo

fato do transdutor ser um dispositivo SEGFET.

4. Meétodo de medicdo de calcio utilizando o biossensor, conforme

definido em qualquer uma das reivindicagées 1, 2 ou 3, caracterizado por
compreender as-etapas de: _

a) adicionar aliquotas de solugdo padrao de cloreto de calcio;

b) homogeneizar a solugao por agitagdo mecanica; e

<) fazer a tomada da medida.

5. Uso do biosensor, conforme definido em qualquer uma das

reivindicagdes 1, 2 ou 3, caracterizado por ser para a medigao de calcio.
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FIGURA 1
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'FIGURA 2
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FIGURA 3
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— . . : - Resumo
BIOSSENSOR SEU USO E METODO PARA DETECGAO DE iONS CALCIO
A presente mvengao se refere a um blossensor para detecgéao de ions
metalicos, particularmente ions célcio, utilizando um eletrodo de vidro recoberto
de ouro (BK7/Au) cuja superficie foi modificada com tiois por meio da técnica de
monocamadas auto-organizadas (SAMs). Sobre estas superficies preparadas,

foram imobilizadas enzimas CaGc por meio de ligagao covalente entre os grupos

. lisinas das mesmas e os grupos terminais ativados presentes na monocamada. A

detecgdo dos ions calcio € realizada segundo medidas elétricas de potencial

elétrico, por meio da excitagao elétrica na porta de um dispositivo do tipo

* SEGFET.



