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INTRODUCAO

0 uso de polimeros biocompativeis para criagdo de nanofibras é
muito limitada devido a sua notavel interacdo com a agua. Por
exemplo, a hidratacao do PVA resulta na sua pronta solubilizacao,
pelo que mesmo podendo ser eletrofiado, ao molhar uma fibra
pronta, esta serd desintegrada imediatamente; por sua vez, o
Alginato sofre uma expansao instantanea, e a formacdo de gel
impede que seja eletrofiado. Por estes motivos, a formacao de
blendas é um processo que vem sendo empregado para permitir a
eletrofiacdo de materiais gelatinosos como o alginato e a
manipulacdo de materiais altamente higroscopicos como o PVA. O
uso de este tipo de materiais catalogados como hidrogéis é muito
versatil, e embora ndo venham sendo empregados na forma de
nanoestruturas, seu uso abrange a imobilizacdo de
microorganismos (Yang et al., 2016), remocdo de moléculas
contaminantes da agua (Lai et al., 2016) ou enriquecimento de
biomoléculas (Mahdavinia et al., 2016). Devido a dificuldade de
funcionalizacao de estes materiais, sua aplicacao para deteccao de
moléculas especificas vem sendo pouco explorado, sendo eles
empregados para captura eletrostatica inespecifica de
biomoléculas. O desafio de imobilizar biomoléculas esta
relacionada a suavidade relativa das reagdes quimicas usadas a
maneira de conservar a atividade bioldgica, muitas vezes ligada a
estrutura e grupos funcionais da biomolécula. Neste trabalho
estudamos a constituicio de uma blenda polimérica de
PVA/Alginato empregada para criacao de membranas de nanofibras
eletrofiadas. As membranas foram estabilizadas com um
tratamento de reticulacdo (crosslinking) realizado com
glutaraldeido. Apos este tratamento, as membranas formaram um
hidrogel capaz de reter agua em seus poros mas resistindo sua
desintegracdo, assim, diversas reacdes quimicas realizadas em
médio aquoso foram empregadas para recobrir as nanofibras com
materiais manométricos  (hierarquizacdo). Das membranas
hierarquizadas, aquelas com polianilina serviram para imobilizar o
anticorpo PAb pela metodologia EDC/NHS com maior sucesso e
reprodutibilidade. Esta membrana PVAlg/PAni/PAb foi empregada
para estudar a captura especifica do envelope ZV.

MATERIAIS E METODOS

. Preparo das solucdes de PVA/Alginato

A producao de nanofibras PVA + Alginato foi realizada a partir da
mistura de duas solucdes, uma de PVA e outra de alginato. Para a
solucdo de PVA, 16g de PVA foram solubilizados em 100g de agua
milli-Q sob aquecimento até 80C. Para a solucéo de alginato, 2g de
alginato foram solubilizados em 100 g de agua milli-Q em
temperatura ambiente. Finalmente, ambas as solucbes foram
misturadas na seguintes proporcoes 10g PVA para 10g alginato,

13.34g da solucao de PVA para 6.66g da solucdao de alginato, e
6.66g PVA para 13.34g alginato.

e  Parametros de eletrofiacao

O sistema de eletrofiacao consta de uma fonte de alta tensao, uma
placa coletora metalica aterrada recoberta com papel aluminio, e
uma agulha de injecdo (spinnerette) cilindrica sem ponta,
conectada a uma mangueira de alimentacao acoplada a uma
bomba de infusdo. Os parametros de eletrofiacdo foram variados
em combinagdes de 3 niveis (alto, médio, baixo). Voltagem variou
entre 24, 12 e 5 KV, distancia entre o spinnerette e a placa
coletora variou entre 20, 15 e 5 cm e o didametro do spinnerette
variou entre 18, 16 e 14 G. Um dos melhores parametros, Util para
todas as solucdes testadas foi 24 KV, 15 ou 13 cm de distancia e
diametro 16G. Com estes parametros, as amostras foram
eletrofiadas com um tempo de processamento de 15 horas, numa
velocidade de injecdo de 1pL/min. A distancia de trabalho entre a
agulha e a placa coletora foi de 15 cm.

e  Estabilizacdo das fibras PVA + Alginato

As membranas PVA + Alginato foram modificadas pelo processo de
reticulacao utilizando uma solucao contendo 99 mL de metanol, 1
mL de glutaraldeido e 100 pL de acido cloridrico puro. A solucao foi
previamente resfriada durante 30 min. As nanofibras foram
colocadas na solugao e deixadas sob refrigerac&o. Apos 72 horas, as
fibras foram retiradas da solucdo e colocadas em um béquer com
agua milli-Q. Foi realizada agitacdo manual, trocando-se a agua do
béquer, até a observacao de pouca formacao de espuma.

e Hierarquizacao das fibras PVA + Alginato

As membranas foram simultaneamente hierarquizadas submersas.
Uma vez hidratadas, as fibras foram colocadas na solucao do
agente redutor para dar inicio a reacdo de sintese ou
polimerizacao. As solucoes empregadas para PVAlg/Pani foram as
seguintes: sol 1) 15 mL agua milliQ+221 pL anilina+ 1.25 mL de
acido cloridrico concentrado; sol 2) 15 mL agua milliQ+ 115 mg de
APS+ 417 pL de acido cloridrico.

e  Caracterizacdao das membranas

A porosidade foi calculada pelo método de substituicdo de
solvente, para isto, as membranas foram cortadas e deixadas a
secar dentro de um dessecador por 7 dias. As fibras foram pesadas
em dois tempos, a primeira vez secas e logo apos terem passado 1h
submersas em agua para permitir sua completa hidratacdo. A
composicdo quimica das membranas foi caracterizada por
espectroscopia de infravermelho de refletancia atenuada (FTIR-
ATR), usando um espectrofotometro UVVIS (Shimadzu UV2600) com
suporte de um cristal de seleneto de zinco (ZnSe) e medindo a
porcentagem de transmitancia (%T) de 700 a 4000 cm™ com um
passo de 4 cm™.

A topografia e morfologia das membranas foi estudada por
microscopia de forca atomica (AFM, Shimadzu SPM-9700) com
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cantilévers Tap190Al-G (48 N/m e fq 190kHz) Budget Sensors,
Bulgaria. A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi realizada
em um microscopio Shimadzu Tescan MIRA3.
e Imobilizacdo de PAb
Antes de comecar a imobilizacao, as fibras a serem empregadas
foram lavadas individualmente em volumes de 500 pL de tampao
PBS pH 7.14 até zerar absorcdo em 280 nm (comprimento de onda
para quantificacao de proteina). Os métodos de funcionalizacdo
explorados foram os seguintes:
e As fibras PVA/Alg pristina e com Pani foram
funcionalizadas por imersao em uma solucao pH 3.13 de
EDC 0.05M / NHS 0.1M (1:1). Passados 30 minutos as
fibras foram lavadas individualmente em volumes de 1
mL de PBS pH 3.15 até zerar absorcdao em 280 nm. A
solucdo de PAb empregada tinha uma concentracao
inicial de 471.8 pg/mL e a reducdo na concentracao de
proteina na solucdo foi monitorada por espectroscopia
UVvis em 280 nm.
e Captura e Dessorcao do Envelope Viral
Uma vez obtidas as membranas hierarquizadas funcionalizadas com
o PAb especifico para o reconhecimento do envelope viral, cada
fibra foi individualmente lavada em 500 pL de tampao PBS pH 3.14
para liberar qualquer proteina adsorvida por interacdes
inespecificas, mantendo assim unicamente PAb imobilizado
covalentemente. Logo apds, a membrana foi equilibrada em
tampao PBS 7.14 antes de ser exposta a solucao de Envelope viral
(CapsZV) em tampao PBS pH 7.14 com uma concentracao inicial de
412.7 pg/mL, e sua captura foi monitorada por espectroscopia
UVvis em 280 nm. A dessorcao foi realizada lavando as membranas
PVA/Alg/Pani/PAb/CapZV em uma solucao de glicina:HClL 0.1 M
com pH ajustado em pH=2.75. A dessorcao foi monitorada por
espectroscopia UVvis em 280 nm.
e Medidas Electroquimicas
Todas as medidas eletroquimicas foram realizadas em triplicata em
um Potenciostato / galvanostato PGSTAT 128 N (Metrohm Autolab
Inc., Paises Baixos). Os experimentos foram realizados utilizando
trés eletrodos, um contra eletrodo de platina, um de referéncia Ag
/ AgCl saturado com uma solucao de KCl e o sensor de trabalho a
membrana PVAlg/Pani. Todas as medidas foram realizadas na
presenca de 10mM Ks[Fe(CN)e] # / Ks[Fe(CN)e] * utilizado como par
redox (1: 1, v / v). A resposta da espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIS) foi analisada em uma faixa de frequéncia entre
100 mHz e 100 kHz com um potencial de 10 mV. A voltametria
ciclica foi realizada em uma faixa de potencial entre -0,2 e +0,7 V
com uma taxa de varredura de 50 mV.s™.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Primeiro foi imobilizado o anticorpo PAb para depois capturar
especificamente o CapZV e o método de monitoramento de
imobilizacdo continuou sendo a medida de absorcao em 280 nm.
Realizado desta forma, a membrana PVA/Alg hierarquizada com
Pani foi a Unica que apresentou reprodutibilidade no processo de
imobilizacao do PADb, e sao estes os resultados que apresentamos a
continuacao.

Na Figura 1 sao mostrados os resultados de imobilizacao
de anticorpo, captura e liberacdo de envelope viral. Na Figura 1a
pode ser observada uma diminuicao gradual da concentracao de
PAb em relacdo ao tempo de interacdo com a membrana
PVA/Alg/Pani. A imobilizagcdo covalente de 18.66 ug mL" demorou
3.3h apresentando um platé de saturacdo. Apo6s a imobilizacdo a
membrana foi lavada 3 vezes com volumes de 500 pL de PBS pH
3.15, mesmos que foram analisados por UVvis a 280nm por material
desprendido. Nestes lavados s6 houve um pouco material
desprendido no primeiro lavado, no segundo e terceiro nao houve
mais separacao. Apos as membranas serem reequilibradas para pH
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7.14, estas foram imersas em uma solucao de envelope viral
concentracao inicial de 410 pg/mL em PBS 7.4.

470 - A
-
I 465
E
H -
5 460
& .
455 -
.
- -
50 |
0 100 200 300 400 500 600
Time (min)
04 0,05
oaf B 004 c .t ' '
ﬁ 0,40 i a
80 20,03
s s o
s g .
2 0,39 . 2 B
I} W ui 0,02
2 E &
So38 £ L]
£ LI i £ 001
0,37 L *
| 0004= |
10 20 30 40 50 60 70 80 50 100 150 200
Time (min) Time (min)

Figura 1. Cinéticas de (A) imobilizacao de PAbZV, (B) captura de EnvelopeZV, e (C)
dessorcao do Envelope capturado.

Na Figura 1b pode ser observado que a captura especifica ocorreu
gradualmente no periodo de uma hora, a partir da qual naé houve
diferenca significativa na medida, ao mais provavel devido a
saturacao do PAb. No total foram capturados 38.7 + 2.5 pgCaps.
Devido a que a interacao que ocorre entre o anticorpo e o
envelope viral estd baseado em forcas fisico-quimicas fracas,
procedemos a monitorar a remocao de capsideo capturado lavando
a membrana em 500 pL de solucao de glicina. Na Figura 1C pode
ser observado que a dessorcao demora aproximadamente 1.67h
(100 min), com este tempo a dessorcao calculada foi de 99.97%
(38.29 + 2.7 pgCaps). Uma vez ocorrida a dessorcao a mesma
membrana foi empregada no mesmo processo de captura e
dessorcao por duas vezes mais, conseguindo as mesmas
porcentagens toda vez.
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Figura 2. Resposta impedimétrica nao-Faradaica da imobilizacao do anticorpo e captura
do envelope viral.

Na Figura 2 mostramos o processo de captura e
dessorcao estudado pela técnica de espectroscopia de impedancia
eletroquimica. No geral pode ser observado que apoés a
imobilizacdo do Pab e captura do CapZV o tamanho dos
semicirculos aumentam; os mesmos estdo relacionados com a
quantidade de material imobilizado na superficie. Inicialmente o
sinal da membrana PAV/Alg/Pani (a) aumenta para (b) apos a
imobilizacao do PAb. A interacdo com amostras de envelope viral
(c, d, e) resultam no aumento do tamanho do semicirculo
conjuntamente com o aumento na concentracao do CapZV. Apds a
lavagem com a solucao de glicina-HCl a resposta da membrana (f)
volta proxima da inicial contendo unicamente o PAb (b). Estes
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resultados confirmam o processo de imobilizacao de PAb, captura e
liberacdo de CapZV observados por espectroscopia UVVis. As
concentracoes das amostras testadas nao sao conhecidas, pelo que
novos testes estdo sendo feitos na plataforma eletroquimica para
quantificar o limite de deteccdo e calcular o desvio padrao das
medidas realizadas por esta técnica.

CONCLUSOES

Os tratamentos de estabilizacdo e sintese de
nanoparticulas oferecem uma ampla variedade de grupos
funcionais e superficies de imobilizacdo que sdo necessarios para
explorar a segunda etapa do cronograma, referente a imobilizacao
de capsideos virais ou moléculas de reconhecimento viral. Neste
segundo item, exploramos diferentes caracteristicas fisico-
quimicas (pH e forca i6nica) para conseguir realizar a imobilizacao
do anticorpo policlonal IgG anti-ZikaV (PAbZV) e envelope de ZikaV
(CapZV) em membranas hierarquizadas de PVA/Alginato. A captura
especifica e dessorcdo do CapZV foram monitoradas por
espectroscopia ultravioleta visivel (U-vis) e de impedancia
eletroquimica (EIS). Os nossos resultados mostram que a membrana
hierarquizada com Pani exibe uma capacidade de captura
(microgramas de envelope viral de ZikaV capturado por miligrama
de membrana) de 2.72 pgCaps/mg. Desta maneira, 1 cm? de
membrana PVAlg/Pani consegue capturar 38.7 + 2.5 pgCaps com
uma dessorcdo de 99.97% (38.29 + 2.7 pgCaps), mesmo apods ser
reutilizada 3 vezes.
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