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RESUMO

A identificagdo de patégenos de alto risco, como o SARS-CoV-2, € de grande ajuda
no diagnéstico rapido para prevengao e combate a pandemias. “Anticorpos sintéticos”
desenvolvidos através de polimeros impressos com moléculas biologicas podem
fornecer uma alternativa atraente em comparacgao aos anticorpos naturais baseados
em proteinas (por exemplo, imunoglobulinas) sob condi¢des adversas e extremas,
sendo resistentes a variagdes de pH, temperatura e solventes orgéanicos. O objetivo
deste trabalho foi produzir “anticorpos sintéticos” baseados no epitopo do virus SARS-
CoV-2 como nanofibras biofuncionalizadas para testar a hipétese de que a elevada
area superficial das nanofibras impressas com o epitopo SARS-CoV-2 melhoraria a
capacidade de deteccdo do anticorpo sintético. Para tanto, um peptideo epitopo
SARS-CoV-2 (J5) foi desenhado, simulado através de ferramentas de bioinformatica
(in silico), e sintetizado como molécula modelo para impressao. Polimeros impressos
por epitopos (EIP) baseados em J5 e Polimeros Nao Impressos (NIPs) foram
preparados com redes poliméricas derivadas de comondmeros de acrilamida e acido
acrilico na forma de amostras “bulk’ e fibras eletrofiadas. A albumina sérica bovina
também foi utilizada como molécula modelo para a preparagao de polimeros de
impressao molecular (MIP) para servir como sistema de controle. As nanofibras
eletrofiadas EIP foram obtidas usando-se uma configuracao de eletrofiacdo reativa
que permite a fotopolimerizagao e a formacao de fibras simultaneas. Imagens MEV,
resultados de espectroscopia infravermelha e testes de intumescimento foram
realizados, mostrando que amostras “bulk” EIP, MIP, NIP e nanofibras eletrofiadas
foram obtidas com sucesso. Testes de religagdo, nos quais os EIPs, MIPs e NIPs
obtidos foram colocados em contato com as moléculas alvo, mostraram que os
anticorpos sintéticos obtidos poderiam interagir de forma mais eficiente com as
moléculas alvo do que a amostra NIP correspondente. Além disso, a capacidade de
religacéo (Q) de EIP e MIP como nanofibras eletrofiadas mostrou maior capacidade
de interagcdo com as moléculas alvo, ou seja, J5 e albumina, respectivamente, do que
0s mesmos polimeros impressos como amostras “bulk” (Q foi 11923 + 1762 ug/g

quando o epitopo SARS-CoV-2 foi impresso em nanofibras, enquanto Q foi 6065 *



755 pg/g para amostras “bulk” com as mesmas impressoes de epitopo). Os resultados
obtidos sugerem que os anticorpos sintéticos baseados na impressao de epitopos em
fibras eletrofiadas possuem graus de afinidade e especificidade suficientemente altos
para serem considerados candidatos promissores para serem aplicados no projeto de
biossensores mais estaveis e acessiveis e outras ferramentas de diagndstico para
doencas, como COVID19.

Palavras-chave: polimeros com impressao molecular; epitopo; eletrofiacdo reativa;
SARS-CoV-2; anticorpo sintético.



ABSTRACT

The identification of high-risk pathogens, such as SARS-CoV-2, is of great assist in
rapid diagnosis for preventing and fighting against pandemics. Developed “synthetic
antibodies” through polymers imprinted with biological molecules can provide an
attractive alternative compared to natural antibodies based on proteins (e.g.,
immunoglobulins) under adverse and hash conditions, being resistant to variations in
pH, temperature, and organic solvents. The objective of this work was to produce
“synthetic antibodies” based on the SARS-CoV-2 epitope as biofunctionalized
nanofibers to test the hypothesis that the high surface area of nanofibers imprinted
with SARS-CoV-2 epitope would improve the capability of detection of the synthetic
antibody. To this end, a SARS-CoV-2 epitope peptide (J5) was designed, simulated
through bioinformatics tools (in silico), and synthesized as a model molecule for
imprinting. Epitope-imprinted polymers (EIP) based on J5 and Non-Imprinted Polymers
(NIPs) were prepared with polymeric networks derived from acrylamide and acrylic
acid comonomers in the form of bulk samples and electrospun fibers. Bovine serum
albumin was also used as a model molecule for the preparation of molecular imprinted
polymers (MIP) to serve as a control system. EIP electrospun nanofibers were obtained
using a reactive electrospinning setup that allows the simultaneous
photopolymerization and fiber formation. SEM images, infrared spectroscopy results,
and swelling tests were performed, showing that EIP, MIP, NIP bulk samples, and
electrospun nanofibers were successfully obtained. Rebinding tests, in which the
obtained EIPs, MIPs and NIPs were put in contact with the target molecules, showed
that the obtained synthetic antibodies could interact more efficiently with the target
molecules than the corresponding NIP sample. Moreover, the rebinding capacity (Q)
of EIP and MIP as electrospun nanofibers showed higher capabilities of interacting
with the target molecules, i.e., J5 and albumin, respectively, than the same imprinted
polymers as bulk samples (Q was 11923 + 1762 pg/g when SARS-CoV-2 epitope was
imprinted in nanofibers, while Q was 6065 + 755 pg/g for bulk samples with the same
epitope imprints). The obtained results suggest that synthetic antibodies based on

imprinting epitopes on electrospun fibers have high enough degrees of affinity and



specificity to be considered promising candidates to be applied in the design of more

stable and accessible biosensors and other diagnostic tools for diseases, such as
COVID19.

Keywords: molecularly imprinted polymers; epitope; reactive electrospinning; SARS-
CoV-2; synthetic antibody
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1 INTRODUGAO

O reconhecimento molecular baseia-se na existéncia de interacbes atrativas
especificas entre duas moléculas, representado por um molde e uma molécula modelo
(FOKOUE et al., 2020). Na natureza, é encontrado nas interagdes especificas entre
anticorpo e antigeno, inspirando estudos de reconhecimento molecular importantes
para o planejamento e desenvolvimento de entidades quimicas que modulem uma
particula de interesse que geralmente € cara e apresenta baixa resisténcia a
ambientes adversos nos quais moléculas naturais nao resistiriam (BISSANTZ et al.,
2010; RICARDO TEIXEIRA TARLEY; DEL PILAR TABOADA SOTOMAYOR LAURO
TATSUO KUBOTA, 2005).

O desenvolvimento de sensores a partir do reconhecimento molecular € uma
alternativa promissora no combate a doengas como a associada a COVID-19,
causada pelo patégeno Coronavirus 2 da Sindrome Respiratdria Aguda Grave (SARS-
CoV-2). Atualmente, a técnica diagndstica de referéncia para a determinagao de virus
€ a analise em tempo real da Reagdo em Cadeia da Polimerase de Transcricao
Reversa (RT-PCR) que requer equipamentos, reagentes e instalagdes especializadas
e normalmente leva de 3 a 4 h para a conclusao dos testes. Uma via alternativa que
fornega resultados com diagndsticos simples, de baixo custo, de pequeno porte,
rapidos e no local de atendimento tornou-se uma prioridade global (CENNAMO et al.,
2021).

Inspirado nos sistemas de reconhecimento antigeno-anticorpo natural, conhecido
como sistema “fechadura e chave” de ligagéo seletiva com uma molécula molde-alvo
(HASSEB et al., 2022), inumeros trabalhos estdo sendo publicados envolvendo
impressdo molecular para analitos diversos e, em especial, para o diagndstico de

COVID-19, como os listados na revisdo dos autores Goud et al., (2021).
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Os MIPs, do inglés “Molecularly Imprinted Polymers”, sdo polimeros sintetizados a
partir de mondémeros que interagem em torno de uma molécula alvo que atua como
modelo. Apds a polimerizagdo dos mondmeros funcionais juntamente com a molécula
modelo, dentre outros componentes, e apdés a remog¢ao do modelo, € obtida uma
impressao no polimero em formato de cavidades (WULFF, 2013, MOSTAFA et al.,
2021). As cavidades sao tridimensionais e sdo complementares a molécula modelo
em tamanho, forma e disposi¢ao dos grupos funcionais e s&o capazes de reconhecer
seletivamente a molécula modelo. As vantagens s&o: excelente estabilidade quimica

e térmica, fabricacao reproduzivel e econémica (RAZIQ et al., 2021).

A escolha da molécula alvo para a impressdao molecular com o objetivo de detecgéo
de doengas infecciosas virais pode partir de proteinas/peptideos do virus (GOUD et
al., 2021 apud PASHCHENKO, 2018). A impressao molecular a partir de proteinas é
um desafio, pois proteinas podem sofrer mudangas conformacionais durante a fase
de impressao, além da desnaturacdo mediante variagdo de temperatura e/ou pH e
terem natureza hidrofilica diferente da maioria dos polimeros aplicados na formagao
de MIPs (RAMANAVICIUS et al., 2021). A fim de resolver tais problemas, foi
introduzida a abordagem de epitopo, onde um pequeno segmento de peptideo
pertencente a estrutura da proteina alvo (geralmente a sequéncia C-terminal) é usado
no procedimento de impressédo. Os EIPs (epitope imprinted polymers) produzidos
serdo capazes de reconhecer esta sequéncia na molécula de proteina inteira com

maior grau de seletividade e ligacdo nao especifica minima (MOSTAFA et al., 2021).

A morfologia obtida para o EIP depende inevitavelmente da forma de processamento
do polimero, sendo que os EIPs produzidos por método convencional de
polimerizagdo em massa sofrem de baixa capacidade de adsorg¢ao e baixas taxas de
transferéncia de massa. A uniao da tecnologia EIP com eletrofiagdo para produzir
micro/nanofibras com reconhecimento especifico € extremamente atraente, pois as
nanofibras sdo boas candidatas para adsorcdo e filtragdo devido a sua alta
permeabilidade, grande area de superficie e pequeno tamanho de poro. Além disso,
as nanofibras eletrofiadas s&o faceis de montar, modificar e processar em diferentes
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aplicagdes, como o caso de EIPs em sensoriamento. No entanto, os parametros de
processamento precisam ser bem estudados e ajustados para a abordagem de EIP
(PATEL et al., 2020; LIU et al., 2012).

Os EIPs, pela técnica de impressdo molecular, sdo uma alternativa robusta para os
biossensores, uma vez que estes utilizam moléculas biolégicas como micro-
organismos, anticorpos ou enzimas para o reconhecimento molecular durante
analises de diagnostico, monitoramento ambiental ou processamento alimentar,
enquanto os EIPs, como sensores biomiméticos, atuam de forma similar dispensando
o uso de moléculas bioldogicas. A auséncia de moléculas biolégicas na aplicacao de
EIPs traz vantagens como economia na etapa de descoberta e purificacdo de
candidatos naturais para o biossensor, além da aplicagdo em variados pHs,

temperaturas ou presenca de solventes organicos (YANO et al, 1999)

Este trabalho visa a utilizagdo da abordagem de eletrofiagao reativa para o projeto de
um EIP com impressao de epitopos da proteina de SARS-CoV-2. Espera-se que esse
polimero seja capaz de realizar o reconhecimento da proteina do SARS-CoV-2,
retendo-as pelas regides de epitopos impressos no EIP, de forma a ser parte

importante na manufatura de sensores voltadas para a detec¢ao desse agente viral.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo principal desenvolver e caracterizar um polimero
molecularmente impresso (MIP) baseado em poli(acrilamida-co-acido acrilico) por
meio de eletrofiacio reativa para o reconhecimento molecular de epitopos da proteina

do virus SARS-CoV-2 para aplicagédo em diagnoéstico de COVID19.

2.2 Objetivos especificos

e Obtencédo de MIP para a albumina e o EIP de epitopo do virus SARS-CoV-2
(J5) por polimerizacao em “bulk”. Caracterizar as propriedades obtidas.

e Obtencdo de EIP de epitopo do virus SARS-CoV-2 (J5) pela técnica de
eletrofiacao reativa. Caracterizar as propriedades obtidas.

e Avaliar a etapa da lavagem do MIP, incluindo o tipo e a concentragédo da
solugao de lavagem e o numero de ciclos, verificando a remogao completa do
molde, garantindo que os locais de ligagao dos MIPs nao estdo comprometidos.

e Comparar o MIP e o EIP com o NIP em termos de capacidade de religacao (Q),
indicando a capacidade de religacdo para as amostras em “bulk” e em

nanofibras.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Anticorpos sintéticos

Os anticorpos naturais sdo biomacromoléculas com capacidade de reconhecimento
especifico de uma molécula-alvo, chamada antigeno. Essa tecnologia de afinidade e
especificidade, pelo encaixe perfeito do antigeno no sitio de ligacdo do anticorpo
enquanto outras estruturas intimamente relacionadas n&o sao reconhecidas, garante
aplicagbes em imunoensaios, biossensores e bioimagem, por exemplo (HAUPT et al.,
2020).

Por serem proteinas, os anticorpos naturais possuem uma série de desvantagens em
seu uso, desde a restricdo a variagao de temperatura, pH e solventes organicos até
os altos custos de producdo em larga escala. Como alternativa, os polimeros
molecularmente impressos, materiais quimicamente mais estaveis, com uma espinha
dorsal conectada a monémeros com grupos funcionais devidamente selecionados
para a interacdo com a molécula-alvo, sdo apelidados de anticorpos sintéticos ou
“imitadores de anticorpos” (HAUPT et al., 2020).

3.2 Polimero Molecularmente Impresso

3.2.1 Histdrico, Reagentes e Sintese

Os polimeros molecularmente impressos (MIPs) sdo materiais com o principio de
reconhecimento molecular em sua estrutura, originado pela presengca de uma
molécula modelo que interage com o(s) monémero(s) funcional(is) presentes durante
a sintese, seguido pelo processo de extragao da molécula modelo, expondo cavidades
tridimensionais capazes de reconhecer seletivamente a molécula modelo (RAZIQ et

al., 2021). Apesar do atual uso em polimeros, o conceito de impressao molecular se
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iniciou com os estudos de silicas como matrizes seletivas para cromatografia, datado
de 1937 por Polyakov e outros pesquisadores (WULFF, 2013). O uso de polimeros
sintéticos com impressao molecular é relatado no inicio da década de 1970 por Waulff,
apos cerca de 20 anos sem grandes contribuicdes na area de silicas molecularmente
impressas (HUANG et al., 2014). As pesquisas com MIPs s&o crescentes desde entao,
com aplicagbes em diversas areas, como 0 uso em producéo de sensores, extracao
em fase solida (SPE), cromatografia, liberacdo de medicamentos, entre outros
(YUSTE et al., 2019).

A sintese de um MIP é constituida tipicamente por quatro tipos de reagentes, a saber:
(1) o mondémero funcional, que é a unidade de formagao basica de todo polimero e
que neste caso sera criteriosamente escolhido afim de possuir grupos funcionais
compativeis com a molécula modelo; (2) o reticulante, responsavel por interligar as
cadeias poliméricas durante a sintese, fornecendo estabilidade mecénica apos a
extracdo da molécula modelo; (3) o iniciador da reagdo, que pode ser um iniciador
radicalar, por radiacao ultravioleta ou por temperatura, eletropolimerizagcao ou outros
de acordo com o tipo de polimerizagao; (4) o solvente porogénico, responsavel pela
dissolugcao dos reagentes e por favorecer uma estrutura porosa. A molécula modelo
deixara impresso no polimero as cavidades que serao utilizadas para uma futura
ligacdo (MOSTAFA et al., 2021), conforme ilustra a Fig. 3.1.

A fim de comparar a afinidade das ligagdes formadas nas cavidades seletivas, um
polimero nao impresso (NIP) é produzido com os mesmos reagentes e método de

sintese, com a excecao da presen¢a da molécula modelo.
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Figura 3.1 llustracido da sintese de MIP e suas cavidades especificas para a molécula alvo.
Adaptado de LEITAO (2014).

Na sintese de um MIP, o monémero escolhido, podendo ser mais de um ou mesmo
ser sintetizado um monémero especifico para uma molécula modelo, fornecera os
grupos funcionais adequados para a interagdo com a molécula modelo, além de
garantir o posicionamento correto do modelo dentro da matriz polimérica. Geralmente
€ adicionado em excesso (1:4 ou 1:8) para garantir a formag¢ao do complexo MF-MM
(mondmero funcional-molécula modelo), pois por se tratar de uma reagéo de equilibrio
quimico, a maior concentracdo de mondémeros desloca o equilibrio para o sentido de

consumir esses monémeros (MOSTAFA et al., 2021).

A tabela 3.1 apresenta os mondmeros funcionais mais usados na sintese de MIPs. As
primeiras linhas tratam de monémeros de caracter acido, seguidos por monémeros de
caracter basico. Os monémeros sao capazes de ceder a ligagao dupla C=C para o
crescimento da cadeia polimérica, a polimerizacdo por adi¢cdo. E simultaneamente,
eles podem interagir com a molécula modelo por interagao ibnica pela desprotonagéo
(mondmeros acidos), por interagao do tipo ligagéo de hidrogénio ou transferéncia de
cargas e coordenacdo com metais (monémeros basicos) (TARLEY et al., 2005).
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Tabela 3.1 Monémeros tipicamente usados no preparo de MIP, com estrutura molecular e tipo

de interagdo com a molécula modelo (TARLEY et al., 2005).

Mondmero funcional

Nome do mondmero

Tipo de interagdo com o femplate

Acido acrilico

Acido meta-acrilico

Acido p-vinilbenzéico

Acido acnilamudosulfénico

Amino metacrilamida

4-Vinilpiridina

2-Vinilpiridina

4-Vimlimudazole

1-Vimlimidazole

Acrilamida

Interacio 16nica e ligacio de hidrogénio

Interacio 16nica e ligacio de hidrogénio

Interacio 16nica e ligacio de hidrogénio

Interacio 16nica

Interacio 16nica
Interacio 16nica, ligacio de hidrogénio e
transferéncia de carga

Interacio 16nica, ligacio de hidrogénio e

transferéncia de carga

Interacio 16nica, ligacio de hidrogénio e

coordenacio com metais

Interacio 16nica, ligacio de hidrogénio e

coordenacio com metais

Ligacio de idrogénio

As possiveis interagdes entre monémeros e molécula molde s&o:

Interagdes nao covalentes: Os mondmeros funcionais e a molécula modelo formarao

um complexo pré-polimerizavel por meio de interagbes ndo covalentes que sao

relativamente fracas, como interacdes do tipo ligagao de hidrogénio, ligacdes idnicas,

interagdes de forgas de van der Waals e efeito hidrofébico. A escolha dos monémeros

para a formacgdo de ligagdes nédo covalentes com a molécula modelo sao mais

flexiveis, além de serem mais semelhantes com as interacbes biomoleculares, por
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serem nao covalentes, caso o sistema MIP queira simular interagdes do tipo enzima-
substrato (WHITCOMB et al., 1995). Esta abordagem € de longe a mais utilizada para
a preparagao de MIPs. O procedimento experimental € bastante simples e uma grande
variedade de mondémeros capazes de interagir com quase qualquer tipo de molde
estdo disponiveis comercialmente. Algumas desvantagens sdo oriundas do fato de
que as interagcbes molécula molde-mondémero sao governadas por um processo de
equilibrio. Assim, a fim de deslocar o equilibrio para a formag¢ao do complexo molde-
mondmero, uma grande quantidade de mondmero é utilizada. Consequentemente, o
excesso de mondmeros livres € incorporado aleatoriamente a matriz polimérica

levando a formacéao de sitios de ligagao nao seletivos (TURIEL et al., 2010).

Tabela 3.2 Tipos de interagdes nao covalentes na sintese de MIPs: modelos esquematicos,
exemplos e energia de ligagédo (adaptado de YILMAZ; SCHIMIDT; MOSBACH, 2005)

Energia de ligacdo

(kJ.mol™")

r:
@ @ i me
-
Ligacdo de
<

I'1po de interagao Modelo Exemplo

Eletrostatica

Hidrogénio

fon-dipolo ( e ¥g Até ~ 8

-
/- . - . .
(= el = = |

. . —H,C—CH;
van der Waals 0.1-1

3 . H.C CH,

Dipolo-dipolo

Interacbes covalentes: Os mondmeros podem ser acoplados covalentemente a
particula de impressao antes da polimerizagcado, exigindo assim uma sintese quimica
antes da sintese do MIP em si. ApGs a polimerizagdo, a molécula de impressao é
removida por clivagem das ligagdes covalentes correspondentes, que sao reformadas
apos a religagao do analito. A alta estabilidade da interagdo molde-mondmero leva a

uma populagao bastante homogénea de sitios de ligagdo, minimizando a existéncia
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de sitios ndo especificos. No entanto, a dificuldade de se projetar um complexo
molécula molde-mondmero apropriado no qual a formagao de ligagdes covalentes e a
clivagem sao prontamente reversiveis sob condigdes brandas torna essa abordagem
bastante restritiva (BUI et al., 2010; TURIEL et al., 2010).

Jungao dos 2 tipos de interagdo: Uma opc¢ao intermediaria € a abordagem semi-
covalente. Neste caso, a molécula molde também esta ligada covalentemente a um
mondmero funcional, mas a religagdo do molde é baseada apenas em interagées nao
covalentes. (TURIEL, 2010 apud SELLERGREN et at., 1990). Neste caso, séo
utilizados monémeros com grupos funcionais que apresentam interagdes de mais de
um tipo com a particula alvo (BUI et al., 2010). Alguns tipos de interagdes podem ser

observados na tabela 1.

No caso de impressdo covalente, amidas ou ésteres de acido acrilico ou acido
metacrilico sdo mais frequentemente empregados, onde os moldes sao ligados as
porcdes vinilicas do monémero. No entanto, no caso de impressao nao covalente,
mondmeros vinilicos semelhantes podem ser usados se contiverem grupos funcionais
que possam interagir com o molde por ligacdes de hidrogénio. Um mondmero muito
popular € o acido metacrilico (MAA), que é considerado um mondmero universal
devido as suas caracteristicas duplas de doador e aceptor de ligagdes de hidrogénio.
Juntamente com MAA, acido acrilico (AA), acrilamida (Am) e vinil-piridinas (2-VP e 4-
VP) sao outros mondmeros comumente usados que podem interagir com uma ampla
variedade de moléculas moldes (MOSTAFA, 2021).

A otimizagdo da concentragdo de um mondmero € igualmente importante para a
escolha de seu tipo. A associagao entre 0 mondémero e o molde € controlada por um
equilibrio, portanto é preferivel adicionar o monémero funcional em excesso para
favorecer a formacdo do complexo. No entanto, € importante mencionar que muito
mondmero também resulta na formagao de multiplos sitios de ligagdo heterogéneos,

0 que por sua vez reduz a seletividade. Portanto, € importante alcancar a razao molar
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6tima, que na verdade difere de acordo com a natureza da molécula molde
(MOSTAFA, 2021 apud TIWARI et al., 2016).

Sobre o agente de ligagdo cruzada: um agente de ligagédo cruzada € a espinha dorsal
da rigidez estrutural, que por sua vez permite que os MIPs preservem sua memoria
da molécula molde apds sua remogao. O reticulador escolhido deve ter uma
reatividade semelhante ao monémero funcional, isso garante que nenhum deles ira
polimerizar predominantemente e que a polimerizagao é aleatéria com distribuicao
uniforme de residuos funcionais. Em segundo lugar, a concentragao de reticulante nao
deve ser muito baixa, pois isso reduz a estabilidade mecéanica dos polimeros
resultantes, além disso, os locais de ligacéo ficardo localizados muito proximos uns
dos outros, o que inibira a ligacao eficiente. Por outro lado, a maior concentragéo de
reticulante reduz o numero de sitios de ligacédo por unidade de massa de MIPs (YAN
et al., 2006). A Fig. 3.2 ilustra a estrutura dos reagentes de ligagcdo cruzada mais
comuns na sintese do MIP, como o etilenoglicol dimetacrilato (EGDMA) (TARLEY et
al., 2005)
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Figura 3.2 Estrutura molecular dos reagentes de ligacédo cruzada (TARLEY et al., 2005).
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(a) etileno glicol dimetacrilato (EGDMA); (b) N,N’-metileno-bis-acrilamina; (c) N,O-
bisacriloila-L-fenilalaninol; (d) N,N’-fenilendiacrilamida e (e) trimetilpropano
trimetacrilato (TRIM) (TARLEY et al., 2005).

Sobre o solvente porogénico: na maioria dos casos, a mistura de polimerizagao
contém um solvente inerte, que € necessario nao apenas para dissolver todos os
reagentes e, em particular, a molécula de impressédo, mas também para gerar uma
estrutura altamente porosa que permite a eluicdo da molécula de impresséo e para o
analito acessar os locais impressos (HAUPT et al., 2000 apud YILMAZ et al., 2000).
Os solventes devem promover a formagao de ligacdes entre molde e monémero. Os
solventes mais comuns na sintese de MIPs s&o o cloroférmio, a acetonitrila, o
tetrahidrofurano e o tolueno. Ja a agua é uma escolha ruim de solvente na impresséo
nao covalente, pois rompe as ligagbes de hidrogénio entre o molde e o mondémero
(MOSTAFA et al., 2021).

Sobre o iniciador radicalar: o iniciador radicalar é o reagente que fornece radicais livres
para prosseguir a polimerizagcdo. Ja a técnica de iniciagao radiante utiliza a radiagao
ionizante, como a radiagao de raios X, de raios gama, de ultravioleta, como fonte de
energia externa necessaria para iniciar o processo de sintese de polimeros. Uma
grande vantagem do uso da técnica de polimerizagao por iniciagdo radiante € que as
reagcdes ocorrem a temperatura de 24°C. (MANO et al., 2004). Alguns agentes
oxidantes tém sido aplicados como iniciadores em trabalhos recentes, principalmente
uma mistura de um agente oxidante forte e um acelerador, como persulfato de
potassio e mistura de bissulfito de sédio (MOSTAFA, 2021 apud ZHAI et al., 2020).
Em todos os casos, 0 oxigénio dissolvido na mistura de reagdo deve ser removido
antes da polimerizagao simplesmente purgando o gas inerte, como nitrogénio ou hélio.
(MOSTAFA, 2021). Uma vez iniciada a polimerizacdo, o crescimento da cadeia se
desenvolve conforme a cinética do sistema. A Fig. 3.3 ilustra a estrutura dos
iniciadores radicalares mais comuns na sintese do MIP, sendo o AIBN (2,2-azo-bis-
isobutironitrila) o mais utilizado (TARLEY et al., 2005).
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Figura 3.3 Figura 3. Estrutura molecular dos iniciadores radicalares mais comuns na sintese
do MIP (TARLEY et al., 2005).

(a) 2,2-azo-bis-isobutironitrila (AIBN), (b) azo-bis-dimetrilvaleronitrila (ABDV); (c)
dimetilcetal de benzila; (d) peréxido de benzoila (BPO) e (e) acido 4,4’-azo-bis-(4-cian
ciano pentaendico) (TARLEY et al., 2005).

3.2.2 Caracterizagao

As analises de caracterizacdo fornecem informacdes importantes sobre o MIP
sintetizado de forma a prever sua funcionalidade e explicar fenbmenos observados.

As caracterizagdes morfologica, quimica, térmica e funcional sdo descritas a seguir.

Caracterizagdo morfolégica: a microscopia eletrbnica € uma técnica muito popular
para determinar a forma, geometria e tamanho dos MIPs. A microscopia eletrénica de
varredura e a microscopia eletrénica de transmissdo sdo geralmente usadas para
comparar a morfologia dos MIPs aos NIPs ou a morfologia dos MIPs antes e depois
da remocgédo do molde (MOSTAFA et al.,, 2021 apud BARCELO et al., 2019 e DE
MIDDELEER et al., 2016). A microscopia eletrOnica pode mostrar agregados de
particulas que, se fossem analisados por técnicas de difracdo de laser ou dispersao
dindmica da luz poderiam ser interpretados como particulas grande ao invés de
aglomerados de particulas, apesar das técnicas de difragdo de laser e dispersao

dindmica da luz fornecerem dados mais precisos, como tamanho médio, area de
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superficie média e distribuicdo de tamanho (MOSTAFA et al., 2021 apud DE
MIDDELEER et al., 2016).

Caracterizagdo quimica: FTIR € uma técnica espectroscépica util que € muito popular
na caracterizagao de MIPs. FTIR € um método util em relagéo a analise de grupos
funcionais; portanto, € usado para garantir a polimerizagdo completa de MIPs. Ao
comparar os espectros de monémeros de partida e molde com os espectros de MIPs,
0s pesquisadores podem detectar a auséncia de grupos funcionais envolvidos na
polimerizagao, como grupos vinil nos espectros de MIPs (MOSTAFA et al., 2021 apud
BOYSEN et al., 2019). Ren e colaboradores (2023) estudaram a adi¢cao de acido
acrilico em hidrogel de acrilamida e afirmaram que a adi¢do de AA a mistura reacional
leva a emergéncia de um pico de absorgédo caracteristico em 1559 cm™' pela
superposi¢cao do grupo C=0 do grupo amida e do grupo carboxila dos reagentes

acrilamida e acido acrilico, respectivamente.

O espectro de infravermelho apresentado por Ren e colaboradores (2023) com os
grupos quimicos indicativos em cada vale de transmitancia esta representado na
Figura 3.4.
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Figura 3.4 — Espectro de infravermelho do hidrogel poli(acrilamida-co-acido acrilico) (REN, J.
et al., 2023).

Espectroscopia UV-vis: a espectroscopia UV-visivel € um método amplamente
utilizado na caracterizacdo quimica e estudos de pré-polimerizacdo. E um método facil

e rapido que pode ser usado para estudar a ligagdo formada entre o molde e o
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mondmero em estudos de pré-polimerizagdo (MOSTAFA et al., 2021 apud SVENSON
et al.,, 2005). Além disso, € uma excelente ferramenta para garantir a lavagem
completa de MIPs, analisando a solu¢do de lavagem quanto a presenca de particula
alvo. Além disso, a espectroscopia UV-vis € o principal método usado em
experimentos de religagao para detectar e quantificar a particula alvo ou moléculas
competidoras em solugdes sobrenadantes (MOSTAFA et al.,, 2021 apud
MATTIASSON et al., 2015).

A incidéncia de luz com comprimentos de onda referentes a regiao do espectro visivel
€ a regidao proximo ao ultravioleta € capaz de promover ou excitar elétrons das
moléculas da amostra exposta para orbitais de maior energia. O espectrometro dptico
marca as transi¢des registrando o comprimento de onda absorvido pela amostra,
gerando espectro com bandas préximas ao comprimento de onda em que ha transigao
(REUSCH, 2013).

Na espectroscopia UV-Vis, pode-se determinar absortividade molar como na Equacao
1:

e=2 (eq. 1)

em que A é absorbancia, ¢ € a concentragdo [mol.L-'] e L o caminho 6tico [cm]. Para
uma mesma espessura do absorvedor (caminho 6tico), quanto maior o valor de ¢
maior a sensibilidade do método. A absortividade molar (¢) depende da substancia,
do comprimento de onda utilizado, da temperatura e do solvente (OREFICE;
PEREIRA; MANSUR, 2012).

A relacao entre a luz incidente, luz absorvida, concentragéo e caminho 6tico pode ser

feita pela equagao de Beer-Lambert (Equacgao 2):

A= loglOlT0 = eclL (eq. 2)
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sendo ¢ absortividade molar [L.mol-1.cm -1], L o caminho 6tico [cm] e ¢ a concentragao

[mol.L];

Caracterizacado funcional: a caracterizagao funcional ou testes de religacdo séo
experimentos realizados para investigar as propriedades de ligacdo dos MIPs
desenvolvidos. Esses testes visam medir a ligagcdo ao alvo em fatores quantificaveis
por meio de certas formulas matematicas. Além disso, estima-se a ligagao a analitos
competitivos que sdo semelhantes em estrutura a particula alvo ou que podem
coexistir com ela na mesma matriz. Métodos analiticos como espectrometria UV-vis
ou LC-MS sdo usados para monitorar o resultado de experimentos de ligagéo
(MOSTAFA et al., 2021 apud MATTIASSON et al., 2015). Dentro da caracterizagao
funcional existem as caracterizagdes por afinidade de ligacao, seletividade de ligacao,

cinética de ligacao e isotermas de ligacao, a seguir.

Afinidade de ligagao: Para calcular a afinidade de ligagao, € realizado um experimento
de religagao, no qual incuba-se um certo peso de MIPs ou NIPs com volume especifico

de solugdo com particula alvo por um determinado periodo até atingir o equilibrio.

Métodos analiticos, como espectrometria UV, sdo usados para determinar a
concentragao restante na solugédo apdés a ligagao. A seguinte equacgao (eq. 3) € usada

para calcular a afinidade de ligacao para MIPs e NIPs:

Co-Ct
= \%
m

Q (eq. 3)

Onde, Q ¢é a quantidade de religagao, Co € a concentragao inicial, Ct € a concentragao
restante apos o equilibrio, m é a massa do polimero usado no experimento de
religagao e v € o volume da solugéo alvo adicionada. Observe que v e m devem ser

0s mesmos em ambos os experimentos para MIPs e NIPs.
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Quanto maior o valor de Q, maior a afinidade de ligagcédo. No entanto, o valor de Q para
MIPs deve ser sempre maior que o de NIPs, devido a seletividade de MIPs para o alvo

em comparacgdo com a ligagdo nao especifica de NIPs.

Seletividade de ligacdo: MIPs tendem a ter diferentes sitios de ligagdo nao
especificos. Portanto, é essencial estimar a seletividade dos MIPs desenvolvidos para
a particula alvo para garantir que a ligagcao nao especifica ndo seja um problema. Um
meétodo para estudar a seletividade de ligacdo é comparar a ligagcdo de MIPs com a
ligacdo de NIPs. Esta comparagao confirma a presenca de sitios de ligagao
especificos em MIPs para o alvo que estdo ausentes em NIPs. O fator de impressao
(IF) € um parametro calculado que é definido como a razdo entre a quantidade de
adsorcéo (Q) de MIPs e a de NIPs para um determinado analito sob um conjunto

especifico de condicoes.

MIP
IF = % (eq. 4)

Da equagéo (2), o valor de IF deve ser maior que 1; quanto maior o valor de IF maior
€ a diferenca entre MIPs e NIPs, o que por sua vez comprova a presenca de sitios de

ligacao seletiva em MIPs.

No entanto, a comparagéo com os NIPs pode nao ser a melhor maneira de garantir a
seletividade dos MIPs. Isso pode ser atribuido a dois motivos principais. Em primeiro
lugar, a estrutura de NIPs tende a ser mais compacta devido a auséncia de molde
durante a polimerizagao, portanto, o nimero de grupos funcionais de ligacao livre
disponiveis €, por natureza, menor do que MIPs. Em segundo lugar, um estudo
publicado mostrou que durante a otimizacao da sintese de MIPs, a composicao 6tima
de MIPs que tem a maior capacidade de ligagédo corresponde a NIPs que também se
ligam fortemente ao alvo (MOSTAFA et al., 2021 apud BAGGIANI et al., 2012).
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Uma melhor forma de estimar a seletividade € comparar a ligagao do alvo aos MIPs

com a ligacdo a um analito competitivo sob condi¢cdes experimentais idénticas.

Aqui, € calculado um fator chamado fator de seletividade (a) para cada analito

concorrente testado em experimentos de ligagéo (eq.5).

QMIP particula alvo

a =
QNIP analito concorrente

(eq. %)

O fator de seletividade (a) deve ter valor superior a 1; os altos valores de a para

diferentes concorrentes testados sao prova numérica da seletividade dos MIPs.

3.2.3 Desafios envolvidos na técnica de MIPs

Algumas escolhas devem ser bem estudadas antes da sintese de MIP para
determinada particula alvo, a fim de se evitar erros e baixa eficiéncia. O tamanho da
particula alvo, principalmente se for uma proteina; o tipo de monémero para
determinado alvo; problemas na extragdo da particula alvo, a liberagao da particula
alvo discriminadamente (sangramento), além da heterogeneidade dos sitios de

ligacdo sao alguns pontos a serem discutidos a seguir.

Tamanho de particula alvo (em especial, proteinas): Considerando-se os problemas
experimentais associados ao uso de espécies bioldgicas infecciosas, como virus,
como molde durante a etapa de polimerizagao, a impressao de fragmentos € uma das
estratégias mais interessantes e atraentes. Neste caso, para a preparacdo de MIPs
com reconhecimento seletivo para um virus alvo, uma proteina ou um peptideo (isto
€, um fragmento de uma proteina relevante) pode ser usado como um modelo em vez
do virus real (FRESCO-CALA et al., 2021)
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A impressao de proteinas na matriz polimérica ndo € uma tarefa facil. O grande peso
molecular das proteinas variando de alguns Daltons a milhares de kilo Daltons dificulta
a difusdo das moléculas de proteina através da estrutura polimérica altamente
reticulada, o que resulta em uma cinética de ligagao muito lenta. Além disso, o grande
peso molecular também pode impedir a remocéao eficiente do molde apés a sintese
de MIPs causando o fenébmeno de sangramento do molde e reduzindo a eficiéncia de
ligacdo. Também ocorre que as proteinas tém baixa solubilidade em solventes
organicos, que sdo comumente usados na impressao molecular e s&o, por natureza,
sensiveis as condigdes extremas necessarias para a polimerizagao radical, como
temperaturas elevadas e pHs diferentes. Portanto, a impressao de proteinas precisa
ser realizada em condi¢des semelhantes as suas condigdes fisioldgicas naturais, néo
apenas para evitar sua degradagdao, mas também para manter sua integridade
conformacional (MOSTAFA et al., 2021 apud CHEN et al., 2011).

As proteinas tém diferentes sitios de reconhecimento em sua superficie, incluindo
aminoacidos carregados e regides hidrofilicas ou hidrofobicas, que podem reduzir a
seletividade e aumentar a reatividade cruzada com qualquer outra molécula de
proteina contendo regides ou cargas semelhantes. (CHEN et al., 2012). Devido ao
tamanho das proteinas, uma alta raz&o molar de ligante/proteina é necessaria, com
propor¢des de 2000:1 comumente observadas (SULLIVAN et al., 2019).

A polimerizagdo em massa € considerada a escolha menos popular para a impressao
de proteinas. Isso € atribuido ao fato de que proteinas em solucdo tém multiplas
variagbes conformacionais que podem resultar em uma ampla gama de sitios de
ligacdo e ligagdes nao seletivas. Além disso, o uso de solventes porogénicos polares
favoraveis as proteinas podem reduzir a forca das ligagdes de hidrogénio entre o
molde e o mondémero, resultando em eficiéncia de ligagdo reduzida (MOSTAFA et al.,
2021 apud CHEN et al., 2011).
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A fim de resolver os problemas associados a impressao de proteinas, foi introduzida
uma abordagem de epitopo. Em 2001, Rachkov e Minoura (MOSTAFA et al., 2021
apud RACHKOV et al., 2001) introduziu a abordagem de epitopo como uma nova
forma de impresséao de proteinas. Nesta abordagem, um pequeno segmento peptidico
€ conduzido a partir da grande estrutura da proteina molde (geralmente a sequéncia
C-terminal) e é usado no procedimento de impressdo. Desta forma, os MIPs
produzidos serdo capazes de reconhecer esta sequéncia em toda a molécula de
proteina com maior grau de seletividade e minima ligacdo ndo especifica. Uma
sequéncia nao inferior a 9 aminoacidos é escolhida a partir do C-terminal de uma
proteina molde. O motivo da escolha do C-terminal € que ele € menos propenso a
modificagdes pos-processamento, o que aumenta a chance de seu reconhecimento
na amostra pelos MIPs desenvolvidos. A abordagem de epitopo € uma alternativa
atraente para a impressdao de modelos de proteinas volumosas (como
imunoglobulinas) que oferece as vantagens de seletividade, alta afinidade e
sensibilidade. Além disso, esse método € muito econdmico, pois evita 0 uso de
proteinas auténticas de alta pureza que podem ser muito caras. No entanto, encontrar
0 epitopo adequado para a impresséo de proteinas € um procedimento complexo e
requer conhecimento das conformagdes das proteinas para prever a estrutura exata
do segmento peptidico produzido (MOSTAFA et al., 2021 apud NISHINO et al., 2006;
BAGAN et al., 2017; MOCZKO et al., 2019).
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Figura 3.5 Representagdo esquematica de um MIP de epitopo (modificado de Rachkov e
Minoura, 2001)
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Problemas na extragao da particula alvo: segundo os autores LORENZO et al., 2011,
a remogao da particula alvo apds a polimerizagao do MIP é uma etapa critica, pois a
propria rede polimérica e a afinidade das cavidades impressas com a particula alvo
dificulta a sua remogdo. O MIP que contém particulas alvo apds sua lavagem
apresentara menos cavidades disponiveis para a religagdo, diminuindo a sua
eficiéncia, e se houver sangramento (liberagdo da particula alvo de forma

indiscriminada) durante as aplicagdes analiticas, ocorrerao erros.

As técnicas de extragdo mais utilizadas sdo a imersao descontinua em solventes
organicos ou em solucao salina e a extragcao continua em aparelho Soxhlet. Mas nao
se alcanga a extragcdao de 100% da particula alvo, mesmo com varios ciclos de
lavagem, pela dificuldade de acesso do solvente as cavidades de regides altamente
reticuladas ou a solubilidade insuficiente da particula alvo no solvente para quebrar as
interacdes com a cavidade impressa (LORENZO et al., 2011 apud ELLWANGER et
al., 2001 e SHEA et al., 1989).

No caso de moléculas e proteinas grandes, a permanéncia de quase 25% da molécula
molde original foi relatado (LORENZO et al., 2011 apud OU et al., 2004, LEVI et al.,
2010). Recorrer a recursos como pH ou temperatura extremos aplicados por longo
tempo para a extracao das particulas alvo pode levar os MIPs a distorcéo e até mesmo
rompimento de suas cavidades durante a remogao, além de mudangas no grau de
inchamento da rede MIP levando a colapso da rede, dificultando a entrada da particula
alvo, ou em distor¢ao dos pontos de ligacédo ou da forga das interagdes, conforme Fig.
3.6.
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Figura 3.6 llustragdo das alteracdes que o MIP pode sofrer durante a remocao da particula
alvo. Adaptado de LORENZO et al. (2011).

Para melhorar o rendimento da recuperagédo da particula alvo, alguns paréametros
podem ser ajustados, como por exemplo a quantidade e o tamanho das particulas de
MIP, a natureza e o volume de solvente e o tempo de operagado. A escolha da técnica
de extracdo dependera da natureza e estabilidade da particula alvo e do MIP,
observando a simplicidade e uso, curto tempo de operagao, solventes ecologicamente
corretos, quantidade minima de solvente, baixo custo econémico e possibilidade de
utilizacao em escala industrial (LORENZO et al., 2011 apud KRONHOLM et al., 2007).

A liberagao da particula alvo discriminadamente (sangramento): No caso de remogao
ineficiente do molde, apds polimerizagdo com a particula alvo, algumas das moléculas
alvo permanecem presas aos sitios de ligagdo dos MIPs. Sob essas circunstancias,
as moléculas alvo aprisionadas podem ser liberadas posteriormente durante a
aplicagao de MIPs ao seu propésito pretendido em um fenbmeno conhecido como
sangramento de molde ou “vazamento de molde”. O sangramento é um problema que
dificulta as aplicacées de MIPs no campo de sensores e separagdes cromatograficas.
Isso ocorre porque se as moléculas alvo anexadas forem liberadas durante o processo

de deteccdo, um resultado falso positivo pode ser obtido. Além disso, no caso de
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separagdes cromatograficas (LORENZO et al., 2011 apud CHEN et al., 2011; WULFF
et al., 2001).

Existem algumas solugdes propostas para o problema de sangramento de moldes,
incluindo impress&o molecular de isétopos, extragao assistida por micro-ondas ou a
realizacdo de uma extragdo em branco (MOSTAFA et al., 2021 apud ELLWANGER et
al., 2001). No entanto, entre as melhores e mais utilizadas solugbes para o problema

de sangramento de moldes esta a impresséao ficticia.

A impressao ficticia € um processo que se refere a impressdao de um composto que é
estruturalmente semelhante ao composto alvo em vez do préprio alvo. Existem dois
tipos de impresséao ficticia: em primeiro lugar, a impressao de fragmentos, que utiliza
uma parte das moléculas alvo como alvo ficticio (MOSTAFA et al., 2021 apud HE et
al., 2017). Em segundo lugar, a impressao de imobilizagao de intervalo, que utiliza um
composto totalmente diferente do alvo, no entanto, este composto tem a mesma
distancia entre dois grupos funcionais idénticos ao composto alvo (MOSTAFA et al.,
2021 apud MARC et al., 2018).

A combinacédo da impressao em fase solida com uma técnica de impresséao ficticia
pode apresentar uma excelente solugédo para o problema de sangramento do molde.
No entanto, o processo de extragdo do molde ainda pode ser lento e alguns
pesquisadores presumem que a remog¢ao completa do molde no caso de proteinas é
quase impossivel (MOSTAFA et al., 2021 apud TOKONAMI et al., 2009).

A heterogeneidade dos sitios de ligagao: a seletividade de um MIP depende do acesso
as cavidades formadas, da compatibilidade das ligacbes entre polimero-particulas
alvo e da reversibilidade dessas ligagbes. A escolha do monémero funcional esta
intimamente ligada a seletividade do MIP. Os sitios heterogéneos de ligagdo sao

demonstrados na fig. 3.7.
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Figura 3.7 Representacido da heterogeneidade das cavidades formadas no MIP (BUI et al.,
2010).

A descricdo das situagbes e métodos para se evitar os defeitos, seguindo a ordem

alfabética dos itens ilustrados na fig. 3.7, segundo Bui et al. (2010):

(A) Ligacoes de alta-afinidade: sdo formadas durante a polimerizacao na presencga da
particula alvo e resultam em ineficaz liberagdo das cavidades no momento da
lixiviagado das particulas alvo, gerando MIPs com baixa eficiéncia de extragdo. Este
problema pode ser evitado escolhendo-se mondmeros com grupos funcionais
adequados a particula alvo, que formarao ligagdes de intensidade moderada para que

o0 molde seja retirado da matriz polimérica no momento da lixiviagao acida.

(B) Sitios quimicamente incompativeis com a particula alvo: os grupos funcionais
presentes nesses sitios ndo realizardo interagdes com a particula alvo, reduzindo a
eficiéncia desses poros. Este problema pode ser evitado escolhendo-se
adequadamente mondmero a ser utilizado de acordo com as interagdes quimicas que

Se processarao.

(C) Particula alvo aprisionada dentro do polimero: nessa situagao a particula alvo é
englobada pelo polimero no momento da sintese, ficando impossibilitada de ser
lixiviada e induzindo resultados errébneos nas analises de caracterizagdo. Este
problema pode ser evitado escolhendo-se um solvente adequado que proporcione

uma morfologia porosa ao polimero.
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(D) Cavidade com formato e grupos funcionais adequados a interagao particula-

polimero.

(E) Sitio aprisionado: nesse caso a cavidade propicia ndo é acessivel, reduzindo a
eficiéncia de extragdao do MIP. Novamente a escolha do solvente influenciara na

formagao de poros, que liberardo acesso a essas cavidades fechadas.

(F) Cavidade com formato e ordenamento de grupos funcionais incompativeis: nesse
ultimo caso o formato e a ordem que os grupos funcionais apresentam impossibilitam

interagdes quimicas e fisicas entre o polimero e o molde.

A escolha do monémero funcional possui uma importancia singular, sendo utilizados
atualmente softwares de modelagem molecular e triagem em bibliotecas virtuais de
mondmeros para auxiliar nessa escolha e evitar os problemas ilustrados na figura 3.7,

favorecendo maior rendimento ao processo.

A impressao de superficie € um método mais conveniente para reduzir o problema de
acessibilidade do sitio de ligagdo, uma vez que os sitios de ligacdo estdo todos
orientados na superficie (MOSTAFA et al., 2021 apud MATTIASSON et al., 2015).

3.2.4 HidroMIPS

Os hidrogéis sao estruturas de redes poliméricas insoluveis e reticuladas que tém a
capacidade de absorver quantidades significativas de agua (BYRNE et al., 2002). Os
hidroMIPs s&o hidrogéis produzidos com a tecnologia de impressao de particula alvo,
proporcionando a um material que tem caracteristicas de expansao pela hidrofilicidade
de suas cadeias a combinagdo com a afinidade de ligagao e de seletividade de um
MIP. O controle da densidade de cadeias poliméricas, quantidade de agente de
reticulacao e balango hidrofilico-hidrofébico proporciona hidroMIPs com propriedades
mecanicas e estruturais ajustadas para as aplicagdes ao qual se destinam, pois os

hidrogéis reagem diferentemente quando o meio em que estdo imersos tem
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caracteristicas distintas de pH, forga idnica ou analiticos quimicos (BYRNE et al.,
2002).

O hidrogel proposto por este trabalho sera o resultado da copolimerizagdo do acido
acrilico (AAc) com acrilamida (AAm), formando a poli(acrilamida-co-acido acrilico),
onde os grupos carboxila s&o integrados na espinha dorsal do hidrogel (REN, J. et al.,
2023).

Os hidrogéis anidnicos, que contém grupos carboxilicos, intumescem a um pH maior
que o pKa do gel, por acontecer uma ionizagcao dentro da rede (Figura 3.8). O oposto
acontece com hidrogéis catiénicos, que contém grupos amida. Em um anfdlito, que
contém os grupos acido e basico, o pH isoelétrico determina o pH de transi¢do do
intumescimento do gel (BYRNE et al., 2002).
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Figura 3.8 Relagao entre taxa de intumescimento e razdo de mondmeros (a) e diagrama de
intumescimento do hidrogel poli(AM-co-AAc) (b). Editado. (REN, J. et al., 2023).

A capacidade de expansao/contragcdo do gel cria uma afinidade de ligagédo e
seletividade variavel para o hidroMIP, mas o elevado uso de agente reticulante por
mondmero funcional reduz a massa molecular média entre ligacdes cruzadas,
tornando o polimero mais rigido, dificultando processos de difusdo (BYRNE et al.,
2002). ALVAREZ-LORENZO e colaboradores (2000) descreveram géis com
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reconhecimento e memorizagao de sitios de ligagdo em sistemas de baixa reticulagao
(0,1 a 3mol%), sendo necessaria uma analise da quantidade de agente reticulante

para o grau de intumescimento adequado para a aplicagdo em biossensores.

Apesar da vantagem de se utilizar um solvente “verde”, a agua, a sintese de MIPs em
meio aquoso pode resultar em um polimero com reconhecimento especifico de
biomoléculas, estabilidade mecanica e quimica prejudicados, pois solu¢des aquosas
reduzem significativamente a forga de ligagcdo das interagdes ndo covalentes
mondmero-modelo (HAWKINS; STEVENSON; REDDY, 2005).

Sobre o0 monémero funcional para a sintese do hidroMIP, a acrilamida € uma opg¢ao
favoravel por ser um membro nitrogenado da familia dos polimeros acrilatos, que tem
sido identificada como uma matriz de impressao adequada para moléculas bioldgicas,
pois € soluvel em agua, barata, facilmente produzida e pode ser projetada para possuir
parametros estruturais atraentes (HAWKINS, 2005 apud LIAO, 1996). O acido acrilico
€ altamente soluvel em compostos polares e a presenga de insaturagdo e do grupo
carboxila torna a molécula altamente reativa a processos de hidrogenacéo,

hidratacao, esterificagao e transesterificacdo (OHARA, 2011).

3.3 Interacao proteina e MIP

As proteinas sao similares a polimeros, pois sdo compostas de n unidades
monomeéricas, chamadas aminoacidos, ligados entre si por ligacbes peptidicas. Cada
aminoacido tem um unico grupo de residuos (hidrofilico ou hidrofébico, com
propriedades eletrostaticas variaveis, doador ou receptor de ligagdes de hidrogénio

etc.), contribuindo para a conformagéo da proteina final (BYRNE et al., 2002).

A albumina, utilizada na primeira parte desse trabalho, é a proteina plasmatica mais
abundante no sangue, em torno de 50% das proteinas totais, e suas caracteristicas

sao de proteina acida, soluvel em agua, extremamente robusta: estavel na ampla faixa
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de pH de 4,0 a 9,0 e suporta temperaturas até 60°C por 10h (KRATZ, 2008), com
ponto isoelétrico de ~4,7, apresentando carga negativa liquida em pH neutro
(MALAMUD, 1978), pico de absorbancia no espectrobmetro UV-vis em A =277nm
(KRYSCIO et al., 2012) e diametro hidrodindmico de 14nm (KRYSCIO et al., 2012
apud PUTNAM et al., 1975). Na segunda parte desse trabalho € utilizado o epitopo J5
oriundo da proteina do virus SARS-CoV-2 (SANTOS et al. 2022).

A albumina € uma proteina de grande tamanho molecular (MW 66,0 kDa, segundo
GAl et al., 2011) comparado com o epitopo J5 utilizado neste trabalho (MW 1980,22
Da). Conforme GAIl e colaboradores (2010) especularam sobre a BSA possuir
transicbes conformacionais mais flexiveis comparado com a lisina, residuo cinco
vezes menor, frustraram-se que as ligagdes de hidrogénio formadas no complexo
BSA-monémero foram muito fracas. Consideraram, entdo, a interagao eletrostatica
entre monémero e BSA, afirmando melhor interagdo da BSA com mondmeros basicos,
por razao da BSA ser uma proteina acida. Os autores PANG e colaboradores (2006)
utilizaram esferas de gel de poliacrilamida para a impressdo de albumina, pois
possuiam grupos eletrostaticos funcionais utilizados na impressao molecular da BSA.
As esferas de gel impressas com albumina apresentaram boa capacidade de

adsorcao de albumina com fator de separacao de 4,71.

O epitopo J5, oriundo da glicoproteina Spike do SARS-CoV-2, com 18 residuos, tem

peso molecular 1980,22 Dalton, carga positiva 1 e ponto isoelétrico 7,94.

Segundo Pawtowski (2021), a somatoria de cargas elétricas no SARS-CoV-2 do
envelope (E), da membrana (M) e do nucleocapsideo € positiva. Toda a carga da
proteina Spike é negativa, mas localmente, no RBD, é positiva, conforme ilustra a
Figura 3.9.
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Figura 3.9 llustracado das cargas parciais do SARS-CoV-2 (PAWLOWSKI, 2021)

A revisdo de Kryscio (2012) indicou que a sintese de MIPs utilizando proteinas
relatadas na literatura apresenta a albumina BSA como uma das proteinas mais
usadas, a acrilamida (AAm) como um dos mondmeros funcionais mais usados além
do acido acrilico e o etilenoglicol dimetacrilato na lista dos dois reticulantes mais

utilizados.

3.4 Eletrofiagao

A sintese abordada neste projeto sera a eletrofiagado reativa, apresentada a seguir.

A eletrofiacao, técnica usada para producao de micro/nanofibras, que, por serem de
escala nanométrica, apresentam area superficial extremamente alta para determinado
volume, melhores desempenhos mecanicos (por exemplo, resisténcia a tragao), alta
porosidade e distribuicdo ajustavel do tamanho de poros e, como acréscimo, a
versatilidade para a decoracdo da superficie com grupos quimicos especificos
(PATEL et al., 2020 apud JIANG et al., 2015). A eletrofiagao reativa € uma combinagao
de eletrofiacdo com fotopolimerizacdo, onde, perante uma fonte de calor ou luz
ultravioleta, as reagdes de polimerizacdo e a formacado de ligagbes cruzadas
acontecem simultaneamente com a formagao das nanofibras entre a agulha e o
coletor, conforme MIRANDA et al., 2020.
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A maioria dos polimeros sintéticos e naturais pode ser eletrofiada apds a dissolugéo
em solventes apropriados tendo apenas a agao de forgas eletrostaticas empregadas
para gerar fibras, com base na aplicacdo de uma tensdo elétrica a uma solugao
polimérica ou fundido. Uma configuragdo simples de eletrofiagdo é representada na
Fig. 3.10, e envolve uma seringa (recipiente de solugdo) com ponta de ago inoxidavel
ou outra agulha condutora, uma bomba, uma fonte de energia de alta tensdo e um
coletor (PATEL et al., 2020 apud MIRJALILI et al., 2016, YANG et al., 2005).

Eletrofiacao

Gl .| Solucao polimérica contendo
0 epitopo da proteina Spike

—
'Eb] ; 127 Luz UV

Figura 3.10 Configuragéo simples de eletrofiagédo reativa. Feito pela autora.

A solucéo de polimero é bombeada a uma vazao constante e a uma tenséo aplicada
definida e distancia entre a agulha e o coletor, resultando na produgdo dos materiais
desejados. Dependendo dos parametros de eletrofiagdo, podem ser produzidas fibras
(nano ou micro) ou particulas (PATEL et al., 2020 apud YANG et al., 2005).

O mecanismo de eletrofiagdo envolve o acumulo de cargas na superficie do liquido
devido a repulsao eletrostatica causada pelo campo elétrico aplicado; uma vez que
essas forcas de repulsdo eletrostatica superam a tensao superficial do liquido, o
menisco €& deformado em uma estrutura de formato cénico (cone de Taylor) (PATEL
et al., 2020 apud REZNIK et al., 2004). Este jato de liquido carregado € entéo ejetado
em diregéo ao coletor (por exemplo, placas planas, tambores rotativos). Dependendo
da viscosidade da solugéo, fibras solidas serdo formadas a medida que o solvente

evapora do movimento de chicoteamento que ocorre durante o tempo de voo da
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goticula estirada para o coletor, resultando assim na deposi¢édo de uma esteira de
fibra nao tecida (PATEL et al., 2020).

3.4.1 Defeitos nas fibras

Defeitos como os “beads”, variagao no diametro das filhas, poros e sprays tém relagao
com fatores como umidade do ar, concentracao da solugao, condutividade elétrica da

solucao, distancia do coletor, tensao aplicada.

O primeiro efeito da umidade do ar é na variacdo do didametro da fibra, afetando a
estabilidade do jato e a consolidagdo da fibra (Fig. 3.11). Para os polimeros
hidrofobicos sob atmosfera de alta umidade, a absorgédo de agua no jato leva a
consolidagéo precoce devido a precipitagcao, resultando em morfologia de cordao, os
“beads”. Para os polimeros hidrossoluveis, a solidificagdo é retardada, devido a
evaporagdo mais lenta, afinando o jato, deixando-o instavel (MAILLEY; HEBRAUD:;
SCHLATTER, 2021).

A umidade relativa do ar ideal para se evitar a formacao de “beads” esta na faixa

<50%, segundo o estudo de Mailley e colaboradores (2021).
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Figura 3.11 Representacao do efeito da umidade relativa do ar no didmetro da fibra: a) para
polimeros hidrossolUveis, b) para polimeros hidrofébicos. Adaptado de MAILLEY; HEBRAUD;
SCHLATTER, (2021)

Uma solugado polimérica com baixa condutividade elétrica ndo pode produzir fibras
porque a superficie da gota n&o carrega carga elétrica suficiente para formar um cone
de Taylor. Por outro lado, solugdes poliméricas com alta condutividade elétrica tendem
a produzir fibras de pequeno diametro, até um valor critico de condutividade acima do
qual as solugdes poliméricas se tornam extremamente instaveis e resultam em ampla
divergéncia de diametro de fibra sob o forte campo elétrico aplicado (PATEL et al.,
2020 apud DING et al., 2014).

Outras variaveis, como a distancia do coletor a agulha, podem resultar em nenhuma
deposic¢ao de fibra (se muito longa) ou em possivel arco (se muito curta). O arco
também pode ocorrer se a tensao aplicada for muito alta, enquanto a tensdo muito
baixa nao produzira fibras porque as forgas de repulsao eletrostatica serdo incapazes
de superar a tensao superficial da solugcdo. Da mesma forma, a concentracédo de
polimero na solugéao pode dificultar a produgao de fibras (se muito alta, devido a alta

viscosidade), ou resultar na formagado de globulos de polimero (se muito baixa).
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Globulos de polimero também se formardo caso a vazao seja muito alta;
inversamente, se a taxa de fluxo for muito baixa, isso resultara em deposigao

inconsistente das fibras no coletor (PATEL et al., 2020).

A formacéo de filme € um fendbmeno que acontece quando o solvente n&o é totalmente
evaporado, ocorrendo a deposig¢do das fibras no coletor quando ainda nao estéo

solidificadas completamente (Fig. 3.12).

Figura 3.12 Fibras e filme de PVP eletrofiados em etanol com umidades relativas do ar em (a)
20%, b) 30%, c) 45% e 60% a 20°C. MAILLEY; HEBRAUD; SCHLATTER, (2021)

3.4.2 Fibras de MIPs

Existem quatro formas de se preparar nanofibras de MIP eletrofiadas, a saber:
impressao molecular durante o processo de eletrofiacdo; desenvolvimento de uma
camada MIP na superficie da micro/nanofibra eletrofiada; abordagens de impressao
em fase sélida e dispersédo/conjugacao de nanoparticulas de MIP em micro/nanofibras
eletrofiadas (PATEL et al., 2020).

A impressao molecular durante o processo de eletrofiacdo é a forma mais complicada
e dificil de ser realizada, pois a estrutura de um polimero reticulado, por definicdo, ndo
€ soluvel, portanto, ndo pode ser eletrofiada. Uma alternativa seria a exploragao das
fortes interagdes entre as principais cadeias poliméricas a fim de n&o ser utilizado
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agente reticulador. Mas a auséncia de reticulagdo pode resultar em alteragao
estrutural das cavidades (PATEL et al., 2020 apud CHRONAKIS et al., 2006). Os
autores Chronakis et al., (2006) sdo os primeiros a relatarem a producao de sitios de
reconhecimento de impressdo molecular durante a eletrofiacdo de PET e poliamina
com o acido 2,4-D, utilizando as intera¢des dipolo-dipolo entre os elétrons 1T dos anéis

de benzeno do acido com os grupos carbonila do PET.

No processo de eletrofiagdo com fotoiniciador, a radiacdo ultravioleta pode ser
aplicada antes, durante ou apés a eletrofiagao, sendo que a eletrofiagao reativa utiliza
a radiacgao ultravioleta durante a eletrofiagao, resultando em uma reticulagao in situ
fornecendo viscosidade, morfologia da fibra e estabilidade distinta dos outros métodos
de irradiacdo (LI et al., 2019).
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4. METODOLOGIA
4.1 Etapas do procedimento experimental

Este trabalho foi organizado para a sintese e estudo de MIPs e NIPs de
poli(acrilamida-co-acido acrilico) com reticulante PEGDA utilizando BSA e o epitopo
J5 como moléculas modelos na produgao dos MIPs. As amostras foram produzidas
por dois processos distintos, a saber: polimerizagdo em bulk e eletrofiacdo, gerando
filmes e mantas eletrofiadas, respectivamente, conforme ilustra a Figura 4.1. As
etapas do procedimento experimental, as amostras sintetizadas em triplicatas e as

composicoes estdo compiladas no fluxograma da Figura 4.2.

\)I\OH

Acido acrilico

o PEGDA e 0
2-hidroxi-

o \)J\ +
“ \ NH, 2metilpropiofenona > -

Acrilamida

Solugdo Reticulante/iniciador
agquosa com Monomeros
o epitopo I5 funcionais

Solucéo
precursora

Solucdo
precursora

=l

Solugdo PVA

Figura 4.1 Esquema ilustrativo da produgdo dos hidrogéis de MIP na forma de bloco

(polimerizacdo em massa) e nanofibras (eletrofiacao). Feito pela autora.
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Figura 4.2 Fluxograma de procedimento experimental.

Polimerizagao por
eletrofiacéo

Incorporagao de PVA
10% m/m

[

Compasicao de
AAc:Am com melhores
resultados na
polimerizacéo em
massa

Célculo de afinidade de
ligagdo: comparativo entre

MIP e NIP

Antes da sintese com o epitopo J5, estudos conduzidos com a polimerizagdo em

massa de MIPs de albumina do soro bovino >98% da Sigma-Aldrich, proteina mais

disponivel, avaliaram a propor¢gdo de AAc:Am entre 20:80% m/m, 50:50%m/m e

80:20%m/m que resultasse em menor expansdo quando imerso em agua e melhor

resultado de afinidade de ligagao, respectivamente. A expansao do hidrogel gera
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espagamento entre as cadeias poliméricas distorcendo as cavidades presentes no

MIP, que nao é interessante para este trabalho.

Os mondmeros funcionais acido acrilico (AAc) e acrilamida (Am) foram escolhidos por
fornecerem grupos carboxilas e amidas que possuem grande probabilidade de
formarem interagdes eletrostaticas com regides basicas e acidas da proteina,

respectivamente, como citado no topico 3.2 da Revisao bibliografica.

As amostras eletrofiadas utilizaram poli(alcool vinilico) (PVA) como carreador dos
mondmeros AAc e Am. Como eletrofiar um polimero reticulado € uma tarefa dificil, a
reticulagéo foi realizada em um momento posterior a eletrofiagdo, segundo a técnica
de eletrofiagdo reativa apresentada por MIRANDA (2017), com a fotopolimerizagéo
das nanofibras durante o processo de eletrofiagdo ao serem expostas a luz ultravioleta

composta por uma lampada UVA de 8W e uma lampada UVC de 8W.

4.2 Reagentes

Os reagentes utilizados estao relacionados a seguir:

Acido acrilico (AAc, Sigma-Aldrich), acrilamida (Am, Sigma-Aldrich), albumina bovina
(Sigma-Aldrich), dimetilformamida (DMF, Sigma-Aldrich), dimetil suféxido (DMSO,
Sigma-Aldrich), polietileno glicol diacrilato Mn 575 g/mol (Sigma-Aldrich), etilenoe
glicol diacrilato (EGDA, Sigma-Aldrich), fotoiniciador 2-hidroxi-2metilpropiofenona
97% (Sigma-Aldrich), poli(alcool vinilico) PVA 98-99% hidrolisado, massa molar
146000-186000 g/mol (Sigma-Aldrich), usados como recebidos. Agua deionizada foi
obtida pelo equipamento Direct-Q 3 MILLIPORE (17.0MQ.cm @25°C). Para o EIP, a
molécula molde foi o epitopo J5, fornecido para o grupo de pesquisa do Projeto
CAPES-COVID19 da UFMG.
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O PVA escolhido, de alta massa molar, possui a fungdo de aumentar a viscosidade
da solugao polimérica pelo processo de esterificagao, para a formacgéao de fibras no

processo de eletrofiacdo, explicado no tépico 4.3.4.

4.3 Sintese

4.3.1 Solugao de epitopo J5

O laboratério de producao de peptideos do ICB — Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
UFMG - sintetizou o epitopo nomeado de J5, que posteriormente foi utilizado na

sintese e analise dos EIP de J5.

Foram entregues pelo laboratério do ICB tubos Falcon com o epitopo liofilizado com
massas determinadas. O preparo da solugao foi feito adicionando em cada tubo
Falcon 100uL de DMF e 100uL DMSO para a solubilizagdo do epitopo. Em seguida,
os tubos foram agitados em voértex por 5min e completou-se o volume desejado com
agua deionizada para as sinteses de MIPs e para as curvas de calibracdo do UV-vis,

apresentadas no Anexo |l.

4.3.2 Composigao das solugcdes

Foi utilizada agua deionizada como solvente porogénico, acido acrilico e acrilamida
como mondmeros funcionais, polietileno glicol diacrilato como reticulante e o 2-hidroxi-
2metilpropiofenona 97% como fotoiniciador. A relagdo em massa entre molécula
modelo (MM): monémero (MF): agente de ligagao: fotoiniciador foi de 1:176:25:0,3 em

2mL de solvente (agua). As composigbes sao mostradas na tabela 4.1.
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Tabela 4.1 Tabela de amostras com a variagdo da relacao Am:AAc e da relagao entre MF:MM,

em que ‘MM’ representa molécula modelo (albumina ou epitopo J5).

Reagentes
Amostra MM AAC AM PEGDA H20 PVA
my g mg Y g @y ™
10%m/m

B:Am20:BSA 1,6 225,3 56,3 6,0 32,0 2000 -

B:Am50:BSA 1,6 140,8 140,8 6,0 32,0 2000 -

B:Am80:BSA 1,6 56,3 225,3 6,0 32,0 2000 -
B:Am50:BSA:PVA 1,6 140,8 140,8 6,0 32,0 2000 0,032
B:Am50:J5:PVA 1.6 140,8 140,8 6,0 32,0 2000 0,032
Nf:Am50:BSA:PVA 1,6 140,8 140,8 6,0 32,0 2000 0,032
Nf:Am50:J5:PVA 1.6 140,8 140,8 6,0 32,0 2000 0,032

A identificacdo das amostras é feita utilizando a inicial B para amostras “bulk” obtidas

via polimerizagao em massa e Nf para mantas compostas de nanofibras pelo processo

de eletrofiagdo. O numero seguinte & sequencial. Apés esse numero € mostrado a

porcentagem de acrilamida utilizada na amostra, seguido pela informacéo da

presencga de PVA e do tipo de molécula modelo (Figura 4.3), e toda a nomenclatura é

precedida pela informagao NIP ou MIP.

B:AM50:BSA:PVA —» Acréscimo de 10%PVA

[~

Material em forma de "bulk"

Figura 4.3 Exemplo da identificagao das amostras.

MIP de albumina

50% de acrilamida

4.3.3 Rota de polimerizagado em bulk de MIPs de poli(acrilamida-co-acido acrilico)
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As amostras de poli(acrilamida-co-acido acrilico) na forma de blocos (bulk) foram
produzidas medindo 2,0ml de agua deionizada e colocando-a em um frasco reacional
de 4ml. Adicionou-se o acido acrilico, a acrilamida, o reticulador PEGDA e o
fotoiniciador segundo valores da tabela 4.1, utilizando balanca analitica da marca
Mettle Toledo e micropipetas da marca Digipet de 100-1000 uL, 10-100 uL e 0,5-10
pL. Para a producao do MIP/EIP foi adicionado ao solvente o epitopo J5 (ou albumina)
com o acido acrilico e a acrilamida para a formagado do complexo MM-MF, sendo
postos para dissolverem e interagirem sob agitagao por 10 min. Adicionou-se o agente
reticulante e o fotoiniciador em seguida, deixando o frasco reacional sob fluxo de
nitrogénio por 5 min. O nitrogénio tem a funcéo de retirar o oxigénio dissolvido da
solugdo que pode reagir com o fotoiniciador e atrapalhar a polimerizagao
(CUNNINGHAM et al, 2000). Apds os 5 min, o frasco foi colocado sob incidéncia de
radiacao ultravioleta UVA e UVC por cerca de 5min para a completa polimerizagao. A

Figura 4.4 ilustra o processo de sintese dos MIPs e NIPs.

Para as amostras bulk que possuiam PVA em sua composi¢ao, a sintese aconteceu
de forma similar ao ilustrado na Figura 4.4, com o acréscimo de solugdo aquosa de
PVA 10% m/m antes do acréscimo da solugao proteica, aquecimento até inicio da
ebuligdo para a formacéao de ligacdes ésteres (explicado na segao 4.3.3), resfriamento
rapido até a temperatura ambiente e continuacao da preparagao com o acréscimo da

solugao de proteina, de reticulante, de fotoiniciador, purga e fotopolimerizagao.

Foi realizada a mesma sintese na auséncia de epitopo para a produgcédo dos NIPs,
“non imprinted polymers”, com a finalidade de verificar se a reten¢gdo do modelo nos
MIPs ocorre devido reconhecimento molecular ou por interagao superficial por ligagéao

nao seletiva.
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Figura 4.4 Sintese das amostra tipo bulk MIP (A) e nanofibras MIP (B). Feito pela autora.

As amostras preparadas foram retiradas do frasco e imersas em agua deionizada para
a lavagem de mondmeros nao reagidos, sendo trocada essa agua de lavagem a cada
12h durante 72h. Ao final, as amostras foram secas em estufa a vacuo a temperatura
ambiente de 24°C.

Avaliou-se o intumescimento das amostras produzidas e o fator de impressao, sendo
que a composicao com melhores resultados, baixo intumescimento e alto fator de

impressao, foi a escolhida para a sintese por eletrofiacao reativa.

4.3.4 Amostras eletrofiadas carreadas por PVA

Os MIPs e NIPs preparados pela rota de eletrofiagao reativa utilizaram o PVA de
massa molar 146000-186000 g/mol como carreador dos monémeros e como uma

forma de se ajustar a viscosidade da solucao para a eletrofiagdo acontecer.

O equipamento de eletrofiagdo foi baseado na Fonte de Alta-Tensdo Gamma High
Voltage Research e dois atuadores hidraulicos para controlar o fluxo de alimentagao
das seringas (MIRANDA, 2017).
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Os parametros utilizados foram: agulhas de 0,6mm com bisel cortado, potencial
positivo de alta tensao aplicado na agulha, coletor giratério aterrado, fluxo continuo da
solugdo de 8ml/h, distancia coletor-agulha de 15cm e tensdo de 15KV. A seringa foi

revestida com papel aluminio para se evitar a polimerizagao antes da eletrofiacao.

A camara de radiagdao ultravioleta utilizada na produ¢cdo de amostras pela
polimerizagdo em massa foi utilizada na eletrofiacdo reativa, como propés Miranda
(2017), direcionando a luz para o caminho das nanofibras entre a agulha e o coletor
com parte do coletor giratério dentro do reator para garantir a polimerizagao, conforme

mostra a foto na Figura 4.5 do conjunto montado.

“——

Céamara UV
g Cemara UV |

Figura 4.5 Eletrofiador com camara de radiagao UV acoplado. Feito pela autora.

A solucao de PVA de 10% do total da massa da solugéo utilizada na polimerizagéo
em massa foi preparada dissolvendo-se 0,032g de PVA em 1,0ml de agua, sob
agitagdo em banho maria a 80°C. Em seguida, foi acrescentado a solugao de PVA
1mL da solugdo precursora com os mondémeros, sob agitacdo. Nesta etapa foi
realizado um procedimento para a formacgao de ligagbes éster a partir da reagao entre
os grupos hidroxila do PVA e os grupos carboxila do AAc, conforme Fig. 4.6, pelo
aquecimento da solugdo até o inicio da ebulicdo e resfriamento rapido para a
temperatura ambiente. Esse processo, citado por Miranda (2017) e Jim (2005),
aumenta a espinabilidade da solugado, reduzindo a produgdo de gotas durante a

eletrofiacao.
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Figura 4.6 Suposicdo da formagao de ligacbes éster entre os grupos hidroxilas do PVA e
carboxilas do AAc (MIRANDA, 2017 apud SHEHZAD et al., 2014)

4.4 Caracterizacao

As caracterizagbes das amostras MIP de albumina, EIP de epitopo J5 e NIP sao

especificadas a seguir.
4.4.1 Intumescimento

Para o ensaio de intumescimento, MIPs produzidos por polimerizagdo em bulk
utilizando albumina como molécula modelo e NIPs nas proporcdes de 20:80, 50:50 e
80:20 %9m/m de AM:AAc foram cortados em quadrados de 5x5mm de area superficial
e espessura variando de 1,5mm a 3,5mm. As amostras foram pesadas em balanca
Shimadzu modelo AY 220 e mergulhadas em um volume de 25mL de agua deionizada
por tempos pré-determinados (1min, 5min, 15min, 30min, 60min, 180min e 1440min).
Para cada composicao, trés amostras foram ensaiadas para cada intervalo de tempo.
Antes de cada pesagem o excesso de umidade foi retirado com auxilio de lenco de
papel. Os resultados das pesagens obtidos para cada tempo de imersao foram
utilizados para o calculo do grau de intumescimento (Gl) por meio da Equacgao 4.1,

em que Ms é a massa da amostra seca, Mi € a massa da amostra intumescida.
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Mi—Ms
Ms

Gl (%) =

x100 Eq. 4.1

4.4.2 Espectroscopia de absor¢cdo molecular na regido do infravermelho com

transformada de fourier (FTIR)

As amostras, apés lavagem dos mondmeros nao reagidos e secagem a vacuo em
temperatura ambiente, foram submetidas a analise por FTIR pelo espectrofotémetro

Thermo Scientific modelo Nicolet 6700 no modo de reflexao total atenuada (ATR).

4.4.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A morfologia dos polimeros produzidos, MIP e NIP, em “bulk” e em mantas de
nanofibras, foi analisada por microscopia eletrébnica de varredura utilizando-se um
sistema de mini Sputter (Pl Suplies — Sputter coater) para a metalizagdo das amostras
e o Microscépio Eletrénico de Varredura da marca FEI, modelo Inspect S50. As

imagens obtidas foram processadas pelo software Imaged.

4.5 Extracdo da molécula molde dos MIPs de albumina e dos EIP de epitopo J5

Apés a sintese dos MIPs/EIP, é necessario extrair a molécula molde para liberar as

cavidades impressas para os ensaios de religacao, aplicagao final do MIP e do EIP.

Foram feitas lavagens sucessivas com uma solugao de metanol: acido acético (70:30
v/v). Foi testado sem sucesso o sistema de extragdo por Soxhlet (amostras se
expandiam e aderiam as paredes do cartucho de celulose utilizado na montagem do
sistema), sendo adotado, entdo, tubos Falcon para a imersédo do polimero na solugéao
acida, com leitura de aliquotas de 4mL no espectrofotometro UV-vis a cada 4 horas e

o0 processo de renovar o solvente eluente foi repetido até ndo constar picos no



62

comprimento de onda de 278nm para os MIPs de albumina e 275nm para o EIP de

J5, conforme indicado na Tabela 4.2.

Além de reduzir o pH geral da solugdo, o acido acético serve para interromper as
ligagdes intramoleculares de hidrogénio dentro da molécula de proteina e, assim,
ajuda a desnaturar a proteina (HAWKINS et al., 2005).

Tabela 4.2 Monitoramento da extracdo da MM dos MIPs pela polimerizacdo em bulk e em
nanofibras

Concentracdo (ugmL™)

Tempo
(h)  B:AM20:BSA B:AM50:BSA B:AMB80:BSA B:AMS50:J5:PVA Nf:AM50:BSA:PVA NfAM50:J5:PVA

4 163,83 662,17 14717 286,00 502,17 172,67
8 <0,01 290,50 <0,01 179,33 2,17 <0,01
12 <0,01 78.83 <0,01 19,33 <0,01 <0,01
16 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

ApoOs a retirada da molécula molde, foi feita a lavagem do excesso de acido com
metanol, seguido de lavagem com agua deionizada e as amostras foram colocadas

em estufa a vacuo para a secagem a 30°C. O mesmo processo foi realizado com os
NIPs.

4.6 Ensaio de religacao de BSA/J5

Para a realizacao deste teste foram utilizados os MIPs e EIP em bloco de Am:AAc
50:50%m/m e 10% reticulante, assim como os NIPs sintetizados nas mesmas

condicdes que os MIPs citados, com excecéo da adigcdo da molécula molde.

Foram pesadas massas de 0,10g, em triplicata, de cada MIP, EIP e NIP. Na

sequéncia, adicionou-se com o auxilio de micropipeta automatica 7mL de solugao
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aquosa de J5 (ou BSA) com concentragdo de 228ug.mL"' (massa de J5: 1,6mg) em

tubos falcon por 2h40min (periodo até o equilibrio).

Em seguida, o sobrenadante foi recolhido e levado para leitura em espectrofotdmetro
UV-Visivel (modelo TCC-240A, Shimadzu Corporation) a 275nm. Para a realizagao
dessa leitura, uma curva analitica da solugéo de proteina foi preparada, conforme
Figura 1.1, ANEXO II.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese e resultado da polimerizagédo em bulk de MIP e NIP

Os bulks de MIPs e NIPs foram obtidos conforme o processo de sintese descrito na

Metodologia (subitem 4.3.2), conforme é visto na Figura 5.1.

Figura 5.1 Sintese dos MIPs e NIPs pelo processo de polimerizagao em bulk. A) Purga com
gas nitrogénio, B) fotopolimerizagdo em camara de radiagdo UV, C) apds polimerizagao. Feito

pela autora.

Uma fotografia do MIP de BSA com 50% de acrilamida antes e apos secagem ¢é vista
na Figura 5.2. Tanto os MIPs quanto os NIPs sintetizados por polimerizagao em bulk
apresentam aspecto esbranquigado logo apds a sintese e aspecto transparente e

consisténcia aparentemente rigida apos secagem.

Figura 5.2 MIP BSA B1:AM50 apés polimerizagéo por UV. A) Antes da secagem, B) apos
secagem. Feito pela autora.
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Os mondmeros funcionais utilizados, o acido acrilico e a acrilamida, baseados no
trabalho de Miranda (2017) possuem carater acido e basico, ideal para as interagdes
com os grupos funcionais basicos e acidos da albumina e do epitopo J5,
respectivamente, como apresentado na Tabela 1 da Revisdo Bibliografica. Existe,
deste modo, a possibilidade de interagdes eletrostaticas entre os grupos amida e a
albumina (conforme apresentado na Revisao bibliografica, se¢ao 3.2) e a formagéao

de ligacOes de hidrogénio.

MIPs de BSA e EIP de J5 foram sintetizados usando AM e AAc como monémeros
funcionais, com variagao na relacdo AM:AAc conforme descrito anteriormente. Os
NIPs foram preparados de forma semelhante, mas na auséncia da proteina modelo.
Experimentos com albumina foram realizados para identificar os melhores resultados
nos ensaios de religagdo, que foram entdo aplicados no desenho de experimentos
associados a preparagao de nanofibras com o epitopo da proteina Spike do
coronavirus. Uma disposicao aleatoria dos monédmeros AM e AAc no copolimero é
ilustrada no esquema de sintese usando J5 como molécula modelo na Figura 5.3 e o

BSA como molécula modelo na Figura 5.4.

(0] O + ‘-<T___’
2 H20
Monbmeros \)k + vk + W ) S \?‘O
NH; OH p Complexo MM-MF \
Acrilamida Acido acrilico Molécula modelo \\(O ? };
é ? 7

Agente de ligacdo /Y\/\O/‘L/

@ \ Foto iniciador

Y,

<L

Polietileno glicol diacrilato Polimerizacdo UV

Remocéo

_—
—

Religacdo

Feito pela autora.

Figura 5.3 Formacgao do EIP de J5. Feito pela autora.
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(0] )
Mondmeros \/lk + % +
NH, OH

Acrilamida Acido acrilico

Molécula modelo

Agente de reticulacéo /YOV\O/’L/

e \ foto iniciador

Polietilenoglicol diacrilato Polimerizacdo UV

Remocéo

_
——

Religacdo

Feito pela autora.

Figura 5.4 Formacao do MIP de BSA. Feito pela autora.

5.1.1 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A analise das amostras obtidas por polimerizacdo em bulk por meio de microscopia
eletrénica de varredura revelou diferengas na topografia do MIP e do NIP, conforme

Figura 5.5 e Figura 5.6.
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Figura 5.6 — Imagens obtidas por MEV para as amostras NIP B1:AM20 (A, B, C), B2:AM50
(D, E, F) e B3:AM8O (G, I, J) em aumentos de 300, 1000 e 5000 vezes.

Conforme mostrado nas imagens MEV da Figura 5.5, as amostras “bulk” EIP
(baseadas em J5) parecem homogéneas em aspecto, ndo possuem poros visiveis
nessas ampliagbes e tendem a aumentar a rugosidade relativa com a redugao da
acrilamida nas formulagdes. Pode-se inferir que amostras com menores quantidades

de acrilamida apresentam maior area superficial (CIARDELLI et al., 2001).

Comparando-se as micrografias para o MIP B:AM20 e NIP B:AM50, nota-se que o
processo de extragdo da BSA afetou a morfologia do MIP, deixando a superficie com

aspecto mais poroso (Fig. 5.6).
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Como sera apresentado no item 5.1.1 da secdo Resultados e discussdo, o
intumescimento das amostras MIP € superior as amostras NIP, resultado previsto pela
analise das micrografias das amostras, revelando maior area superficial e poros para

as amostras MIP com a particula molde extraida da matriz.

Os MIPs que possuem maior area superficial e volume de poros tendem a adsorver

maior quantidade de particula molde, resultado apresentado no item 5.3 desta secao.

5.1.2 Intumescimento

A composicdo dos MIPs e NIPs produzidos para os testes preliminares utilizava o
reticulante EGDA, muito relatado na literatura para a produgcao de MIPs. Mas os
ensaios de intumescimento com as amostras com EGDA apresentaram valores de Gl
(grau de intumescimento) superiores a 200% para os MIP e préximo de 600% para os
NIP, Fig. 5.7, o que gerou o questionamento se realmente o EGDA seria um reticulante

eficaz para o sistema proposto.

800,0
700,0

600,0
500,0 —@— MIP:AM50:EGDA

Gl(%)

400,0
—fi— NIP:AM50:EGDA

300,0

200,0

100,0

0,0
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Tempo (min)

Figura 5.7 Ensaio de intumescimento de MIP e NIP B:AM50 com 10%EGDA m/m como

reticulante. Feito pela autora.



70

600,0

500,0

400,0 B MIP:AM50:EGDA10
g 300,0 MIP:AM50:EGDA15

200,0 MIP:AM50:EGDA20

100,0 MIP:AM50:EGDA25

III

- & LT i

00 ==I== m==-_ SEII. BEE=z Bs i ® MIP:AM50:EGDA30
1min 3min 15min 30min 60min  180min 1440min

Tempo (min)

Figura 5.8 Ensaio de intumescimento de MIPs de BSA B:AM50 com variagcbes na

concentragao de reticulante EGDA entre 10 a 30% m/m. Feito pela autora.

Os resultados de %Gl para os MIPs produzidos com EGDA ficaram elevados
(superiores a 300%) mesmo com o aumento da concentragcdo de reticulante de 10
para 30% EGDA (Fig. 5.8). Foi decidido pela substituicdo do reticulante EGDA pelo
PEGDA.

Os procedimentos de intumescimento com o reticulante PEGDA dos NIPs e MIPs de
albumina (amostras B:Am20:BSA; B:Am50:BSA e B:Am80:BSA) foram realizados a
24°C. Os valores de grau de intumescimento (Gl) obtidos para os intervalos de 1min,
5min, 15min, 30min, 60min, 180min e 1440min encontram-se apresentados na Figura
5.9.
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Figura 5.9 Grau de intumescimento com as amostras MIP e NIP variando-se a composicao
de acrilamida em 20, 50 e 80% m/m e contendo reticulante PEGDA 10% m/m. Feito pela

autora.

Os resultados dos testes de intumescimento das amostras “bulk” derivadas de BSA e
J5 com reticulante PEGDA s&o mostrados na Figura 5.9 Na Figura 5.9, as amostras
B:AM80:BSA (MIP e NIP) nao estabeleceram limite de inchamento dentro do periodo
estipulado, 0 que nao é interessante para a aplicagcdo do material como anticorpo
sintético, pois pode indicar uma instabilidade da rede polimérica. Além disso, os graus
de intumescimento destas amostras com elevados teores de acrilamida foram muito
elevados (superiores a 300%). Graus de intumescimento muito elevados podem
causar instabilidades dimensionais das cavidades formadas pelas biomoléculas que
pode reduzir a especificidade dos MIPs preparados. Como visto na Figura 5.9, BSA
MIPs e NIPs tiveram um tempo de intumescimento de equilibrio de 180 minutos, com
valores de Gl% de 48%z12 para amostra MIP B:AM20, 26%5 para amostra NIP
B:AM20, 44%+ 14 para a amostra MIP B:AM50 e 36%+15 para a amostra NIP
B:AMS50. E interessante notar na Figura 5.9 que os graus de intumescimento de todas
as amostras NIP foram inferiores as amostras MIP, o que pode ser justificado pela
presenca de cavidades nos MIPs, que aumenta a area superficial do material,
favorecendo a impregnacéao do solvente e a expansao das redes.
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As amostras bulk com PVA apresentaram o perfil de intumescimento como consta na
Fig. 5.10. Ap6s a adigao de PVA, um polimero importante para a etapa de eletrofiagao,
as amostras de EIP preparadas com J5 apresentaram um tempo de intumescimento
de equilibrio também préximo de 180 minutos, com valores de Gl1% de 154%+22 para
a amostra EIP B:AM50:PVA:J5, 170%+11 para a amostra EIP B:AM50:PVA:J5 e
130%z=4 para a amostra NIP B:AM50:PVA:BSA. As amostras contendo PVA na Fig.
5.10 tenderam a apresentar valores mais elevados de graus de intumescimento em
comparagao com amostras de composigdo semelhante (mas sem PVA) na Fig. 5.9,
possivelmente devido ao fato de que o PVA pode interferir na formagao de ligagoes

cruzadas, levando a redes com densidades de ligagdes cruzadas mais baixas.

]

1

;

—&—EIP B:Am50:PVA:J5
NIP B:Am50:PVA:J5
—/— MIP B:Am50:PVA:BSA

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
Tempo (min)

Figura 5.10 Amostras bulk com PEGDA como reticulante, MIP (de albumina) e EIP de J5 e

NIP com acréscimo de 10%PVA m/m. Feito pela autora.

Como citado na sec¢dao na Revisao da literatura, tépico 3.1.6, os hidroMIPs de
mondmeros anidnicos, como o acido acrilico, estarao parcialmente desprotonados em
pH neutro, como o da agua do ensaio de intumescimento, formando ion carboxilato
(COO") dentro da rede polimérica, resultando em repulsdo eletrostatica entre as
cadeias, permitindo maior hidratacdo. As amostras com PVA em sua composi¢cao
apresentaram intumescimento maior e uma explicagcido € a presenca de um composto
hidrofilico na rede (PVA),



5.1.3 Espectroscopia infravermelho das amostras bulk

A literatura apresenta o espectro de infravermelho do hidrogel poli(acrilamida-co-acido
acrilico), Figura 3.12, e a tabela 5.1 apresenta um compilado com os valores de

numero de onda dos principais grupos quimicos presentes nas amostras deste

trabalho.

Tabela 5.1 — Numero de onda em espectros FTIR referentes a este trabalho

Namero
de _ Polimero _
Grupo quimico Referéncia
onda correspondente
(cm™)
3000- MANSUR, H et
Estiramento -OH PVA
3600 al., (2004)
SINGHAL, N.
3404 Estiramento N-H PAM
A., (2007)
CIARDELLI, G.
3340 Estiramento O-H PAAc
et al., (2001)
TOMAR, R. S.
3191 Estiramento N-H PAM
et al., (2007)
LIM, M. et al.,
3125 Estiramento O-H PAA
(2016)
Vibragbes de alongamento BALJ.; LI, Y. et
2943
C-H al., (2007)
MANSUR, H et
2923 Estiramento CH:> PVA
al., (2004)
CHEN, X. et al.,
2877 Estiramento C-H e CH2 PEGDA
(2007)




FARSHID, Z. et
1724 C=0 PEGDA
al., (2007)
CIARDELLI, G.
1721 Estiramento C=0 PAA
et al., (2001)
Vibragdes de estiramento TOMAR, R. S.
1656 PAM
C=0 et al., (2007)
CHEN, Z.P. et
1636 C=C PEGDA
al., (2009)
CRACIUN, G.
1600 Dobramento NH2 PAM
et al., (2015)
CHEN, Z.P. et
1455 Dobramento angular CHz PEGDA/PAA
al., (2009)
Vibragao de cisalhamento - LIM, M. et al.,
1454 PAA/PEGDA
CH2 (2016)
IMANI, M. et
1107 C-0-C PVA
al., (2007)
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A Figura 5.11 apresenta os espectros no infravermelho das amostras bulk, o espectro

do reticulante, além do espectro de uma amostra sem acrilamida e outra amostra sem

acido acrilico, mas mantendo os reagentes utilizados no processo bulk, como

reticulante, fotoiniciador e solvente (amostras PAAc e PAM, respectivamente).
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Figura 5.11 Espectros no infravermelho das amostras bulk AM20, AM50 e AMB80, das

amostras sem acido acrilico e sem acrilamida (PAM e PAAc) e do reticulante PEGDA.
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Esses espectros apresentam bandas de absorgdo em 3340, 3191 e 2.943 cm™!
relacionadas as vibragdes de alongamento O-H, NH e CH, respectivamente.
Conforme visto na Figura 5.11, as bandas de absorc¢édo referentes ao grupo C=0 do
acido acrilico e acrilamida (1721 e 1656 cm™') estdo presentes nas amostras bulk,
além da banda NH2 da acrilamida (1600 cm™"). Estes sdo os grupos funcionais que se
espera que interajam com a molécula alvo (albumina ou J5). Os resultados de FTIR
foram uteis para demonstrar que as redes poliméricas obtidas continham os
mondmeros selecionados (AAc, AM e PEGDA). Infelizmente, a quantidade de
albumina e epitopo utilizada na preparacéo de MIPs e EIPs (perto de 0,5% em peso)
foi inferior ao limite de detecgéo desta técnica de caracterizagao. Portanto, nenhuma
informacéo sobre as moléculas alvo péde ser observada nos espectros de FTIR de
MIPs e EIPs que ndo passaram pelos procedimentos de lavagem (espectros nao

mostrados na Figura 5.11).

5.2 Ensaio de religacado de BSA

O ensaio de religacao foi executado de forma a avaliar a capacidade de
reconhecimento molecular dos polimeros sintetizados. Assim, a religacdo da BSA nos

polimeros MIPs (apds a extragao) e NIPs foi verificada.

A concentragcdo da solugdo de BSA utilizada foi proporcional a quantidade de
cavidades presentes na massa de polimero utilizado neste ensaio, considerando que
cada molécula de proteina presente produziu uma cavidade, de acordo com a

Equacao 5.1.

0,0016g BSA
0,352g reagentes

x 0,01g de amostra = 45x107°g BSA ou 45ug de BSA Eq. 5.1

Onde massa de reagentes envolve a soma dos mondémeros, reticulante, fotoiniciador

e, nas amostras eletrofiadas, PVA.
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Como as cubetas de UV-vis comportam em torno de 3mL, o volume utilizado para a
religagdo de cada amostra foi de 4mL, sendo necessaria uma solugao de, pelo menos,
11,25 pg/mL.

Deste modo, foram adicionadas amostras de 0,01g em contato com a solugédo de 20
pg/mL de BSA por 3h (tempo indicado pelo ensaio de intumescimento — Resultados e
Discussao, tépico 5.1.1). Apds esse periodo de espera as amostras foram

centrifugadas por 5min e aliquotas de 4mL foram lidas no espectrofotometro UV-vis.

Neste trabalho, amostras bulk MIP preparadas com albumina foram produzidas e
testadas para obter informacdes importantes sobre a composicdo e condi¢cdes de
polimerizagao que produziriam maiores capacidades de religagao (Q) com a molécula
alvo. Esta informacéo foi entado util para a producéo de nanofibras eletrofiadas com o
epitopo SARS-CoV-2 Spike.

Como pode ser visto na Figura 5.12, os maiores valores de Q (préximos a 28.000
Mg/g) foram observados para MIPs sem PVA e com alta concentragao de acrilamida
(mas com comportamento de inchamento que indica instabilidade da rede que nao é
adequada para a aplicagdo pretendida, como comentado antes). Os segundos
maiores valores de Q foram observados para amostras com propor¢cao de 50% de
acrilamida/acido acrilico (valores préximos a 20.000 ug/g). Ja, MIPs e EIPs contendo
PVA apresentaram valores de Q inferiores e proximos de 10.000 ug/g. Esta diminuicao
em Q pode ser devida a redugao na densidade de ligagdes cruzadas nas redes obtidas
com PVA (ZHANG et al., 2005), e os resultados da Figura 5.10 mostram o grau de
intumescimento das amostras com PVA, superiores as amostras sem PVA. Graus
mais elevados de intumescimento podem danificar as cavidades do MIP, reduzindo a
capacidade geral de interagir especificamente com a biomolécula alvo. A reagao de
esterificacdo entre o PVA e o acido acrilico também pode ter afetado a especificidade
das cavidades formadas, reduzindo o numero de grupos carboxilicos disponiveis. A
Tabela 5.2 apresenta os valores médios da concentragdo do eluente (Co, Ct),
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capacidade média de religacdo das amostras EIP e NIP (Q) e fator de impressao (IF).
Os valores de Q das amostras globais (MIP, EIP e NIP) foram testados
estatisticamente utilizando testes de Tukey e Anova (confianga de 95%). Observou-
se que os valores de Q da MIPs e EIPs foram estatisticamente diferentes dos NIPs
correspondentes. O resultado geral mostrou que foram obtidos MIPs e EIPs em “bulk”
com IF superior a 1, indicando que as interagcdes entre esses materiais e as
biomoléculas alvo tém maior especificidade do que os NIPs correspondentes. Este
resultado também indica a viabilidade do uso de epitopos derivados do SARS-CoV-2
como molécula imprimivel para produzir anticorpos sintéticos para o diagnostico de
COVID19. A reducgao no valor Q da amostra EIP (B:AM50:PVA:J5) baseada em J5 em
comparagao com as amostras MIP derivadas de albumina e com os mesmos
conteudos de acrilamida e PVA (B:AM50:PVA:BSA) pode estar relacionado ao fato de
que alguns grupos carboxilicos das unidades de acido acrilico foram consumidos
durante a reagdo com o PVA, levando a uma carga final da superficie mais positiva e

menos estimulada a interagir com J5 (que também é carregado positivamente).

A Figura 5.13 mostra a religagao de J5 em funcéo do tempo nos EIPs preparados em
“bulk’ impressos em J5. Como pode ser visto nesta figura, a capacidade de adsorgao
do J5 tendeu a aumentar com o tempo e atingiu um valor de saturagdo aos 180 min.
O tempo de 180 min envolve o tempo necessario para ocorrer o intumescimento e o
tempo gasto no processo de religacéo. E possivel que este tempo de saturagéo possa

ser drasticamente reduzido usando-se amostras inchadas em vez de amostras secas.
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Figura 5.12. Capacidades de religagdo (Q) de amostras em massa MIP e EIP.

Tabela 5.2 Valores médios de concentracao de eluente (Co, Ct), capacidade de religacao das

amostras MIP, EIP e NIP (Q) e fator de impresséo para cada uma das amostras bulk.

Amostra Co CtEIP CtNIP QEIP QNIP

(ug/mL) (ug/mL) (ug/mL) (ug/g)  (ug/g)
B:AM20:BSA 11,4 1,4 6,1 3437 1738 2,1
Desvio padrao - >1,4 2,3 2664 388 19
B:AM50:BSA 69,4 37,4 26,1 18583 7023 2,7
Desvio padrao - 7,2 9,5 6122 1404 0,9
B:AM80:BSA 69,4 39,4 20,7 27523 13523 2,1
Desvio padrao - 2,0 1,2 2461 2481 0,5
B:AM50:PVA:BSA 69,4 41,4 38,1 9241 6804 1,4
Desvio padrao - 4,0 4,6 5112 3636 0,3
B:AM50:PVA:J5 31,9 22,2 26,2 6065 4568 14
Desvio padrao - 0,4 0,4 755 602 0,3
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Figura 5.13 O efeito do tempo na religacdo do J5 no EIP (amostras em massa impressas no
J5).

5.3 Resultado das mantas eletrofiadas

5.3.1 Sintese e resultado das mantas eletrofiadas de MIP e NIP

As mantas eletrofiadas de MIPs e NIPs foram obtidas conforme o processo de sintese

descrito na Metodologia (subitem 4.3.3), conforme ¢é visto na Figura 5.14.
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Figura 5.14 Sintese dos MIPs e NIPs pelo processo de polimerizagéo por eletrofiagao reativa.
A) Eletrofiador com camara de radiacdo UV acoplada, B) Manta de MIP eletrodepositada em

papel aluminio, C) Manta de NIP eletrodepositada em papel aluminio. Feito pela autora.

O grande desafio desta etapa do projeto foi a obtencao de fibras, pois as primeiras
amostras obtidas possuiam morfologia de gotas, conforme imagens obtidas por

microscopio optico apresentadas na Figura 5.15.

Figura 5.15 Amostra Nf:AM50:PVA por microscopia o6ptica. Sem aquecimento prévio.

Umidade relativa do ar em 63%. Ampliagéo 100X.
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Foi necessario fazer o aquecimento da amostra com PVA, conforme cita MIRANDA
(2017), induzindo a formagao de ésteres, conforme ilustra a Fig.4.6, antes de adicionar

a MM para prevenir de desnaturaliza-la com a temperatura.

Além do aquecimento da solugao com PVA, foi importante observar a umidade relativa
do ar durante a eletrofiagdo. Melhores resultados foram obtidos para umidades em
torno de 30 a 40%. Para esse objetivo foram adicionados dentro do eletrofiador
recipientes com silica gel e, no laboratério, foi ligado um desumidificador de ar — Arsec.

A microscopia Optica apos essas medidas sao mostradas na Figura 5.16.

Figura 5.16 Amostra Nf:AM50:PVA por microscopia éptica. Com aquecimento prévio da

solucdo. Umidade relativa do ar em 32%. Ampliacao 500X.

Estudo de caracterizagao: Na Figura 5.17, sdo mostradas imagens MEV das fibras
eletrofiadas de tamanho nanométrico MIP, EIP e NIP preparadas com albumina, J5 e
sem biomoléculas, respectivamente. Nas Figuras 5.17A, 5.17B e 5.17C, fibras
Nf:AM50:BSA com didametro médio de 400nm podem ser vistas com muitos defeitos
como granulos. A presenga desses granulos em fibras interligadas pode indicar que a
viscosidade da solucao precursora foi adequada para produzir uma rede de fibras nao
tecidas, mas baixa para evitar a formagdo dos granulos (YUAN et al., 2012). A
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presenca de granulos nanométricos interligados néo é prejudicial para a aplicagao
pretendida como MIP e EIP, uma vez que esses granulos muito pequenos ainda
podem ter cavidades derivadas de moléculas que sao uteis para fins de detecgao.
Além disso, ndo foram tomadas acbes para aumentar a viscosidade da solugao
aumentando-se a concentragdo de PVA, uma vez que esta estratégia poderia levar a
uma rede polimérica menos estavel e com menor especificidade para interagdes com

as biomoléculas alvo.

A amostra eletrofiada EIP (Figura 5.17F) apresentou fibras com didmetro médio menor
(em torno de 70 nm) e alta dispersao nos valores de didmetro quando comparada as
fibras MIP e NIP. E possivel que o epitopo J5 de baixo peso molecular tenha agido
como um plastificante, reduzindo a viscosidade da solug¢ao global e da rede polimérica
que resultaria numa reducao do didmetro das fibras eletrofiadas. Além disso, a carga
liquida positiva do J5 (SANTOS, B. et al., 2022) pode afetar a condutividade elétrica
da solugédo, o que poderia resultar em gotas de solugéo altamente esticadas durante

a aplicacao do potencial elétrico e em fibras mais finas.
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Figura 5.17: Imagens MEV e distribuicao de tamanho das fibras obtidas: A) Nf:AM50:BSA,
ampliagdo 1000x, B) Nf:AM50:BSA ampliacdo, 5000x, C) Nf:AM50:BSA, distribuicao de
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diametro, D) Nf: AM50:J5, ampliacdo 5000x, E) Nf:AM50:J5, ampliacdo 50000x, F)
Nf:AM50:J5, distribuicdo de diametro, G) Nf:AM50 NIP, ampliacao 1000x, H) Nf:AM50 NIP,
ampliagcao, 5000x, 1) Nf:AM50 NIP, distribuicdo de didmetro.

Os espectros de infravermelho das amostras eletrofiadas sdo mostrados na Figura
5.18. As bandas de absorgao referentes ao grupo C-O-C do PVA (1107 cm") estdo
presentes nas amostras de nanofibras, assim como as bandas caracteristicas da
acrilamida, C=0 em 1656cm™!, NH2 em 1600cm" e acido acrilico em 3125, 2923, 2943
e 1721cm™ relacionadas as vibragbes de estiramento O-H, C-H e CH2 e C=0,
respectivamente. Os espectros na Figura 5.18 sdo semelhantes aos mostrados na
Figura 5.11 relacionados as amostras em massa correspondentes, com excegao da
presenca de bandas caracteristicas de PVA nas amostras eletrofiadas. Esses

resultados indicam que a composi¢ao projetada das fibras foi realmente obtida.
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Figura 5.18: Espectros infravermelho de fibras das amostras Nf:AMS50:PVA:J5,
Nf:AM50:PVA:BSA, Nf:AM50:PVA NIP e PVA puro.

Estudo de religagcdo de BSA e J5 em amostras eletrofiadas: conforme visto na Figura
5.19, a amostra Nf:AM50:PVA:BSA apresentou o maior valor de Q, em torno de 49.000
Mg/g. Quando o epitopo J5 foi empregado como modelo molecular, Nf:AM50:PVA:J5,
a amostra apresentou um valor de Q de 12.000 ug/g, enquanto as nanofibras nao
impressas apresentaram um Q de cerca de 5.000 pg/g. Uma analise estatistica
aplicada a estes dados Q mostrou que estes valores sao todos estatisticamente

diferentes entre si (testes Tukey e Anova, confianga de 95%).

As nanofibras impressas com BSA provavelmente obtiveram valores de religacédo Q
mais elevados em comparagao com as amostras impressas com o epitopo SARS-

CoV-2 porque possuem cavidades de tamanho relativo maior que podem ser menos

500
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suscetiveis a distorgao durante o inchago do que pequenas cavidades derivadas da
impressao J5. Outro fator a ser levado em consideragdo € a composigao do
copolimero, que, devido a reacao de esterificagdo entre grupos PVA e grupos acido
acrilico, necessaria para atingir uma viscosidade adequada para tornar a solugéo
fiavel, reduziu os grupos -COOH disponiveis para interagdo com o epitopo, mas nao
interferiu na quantidade de grupos -NH:z protonados que interagem com a albumina,

com carga negativa parcial.

Em comparagao com as amostras “bulk”, as nanofibras MIP com impressdes de BSA
apresentaram valores de Q mais elevados do que as amostras MIP “bulk” também
impressas com BSA (Q.B.:AM50:PVA:BSA foi de cerca de 9.000 ug/g). Ja, valores de
Q muito mais semelhantes, mas ainda mais elevados, foram observados para
nanofibras EIP impressas com o epitopo J5 quando comparados com EIP em “bulk”
(QB:AM50:PVA:J5 foi de 6.000 ug/g). Esta tendéncia de aumento de Q de amostras
bulk para amostras eletrofiadas sugere que a alta area superficial das fibras pode levar
a niveis mais elevados de interagdo de biomoléculas, uma vez que uma fragdo maior
das cavidades de impressdo pode ser exposta e adequada para o processo de

religacdo de biomoléculas.

A Tabela 5.3 apresenta os valores de concentracdo do eluente (Co, Ct), capacidade
de religacdo das amostras EIP e NIP (Q) na morfologia das nanofibras e fator de
impressao (IF). Como foi comentado para as amostras a bulk, os resultados obtidos
mostram que as nanofibras MIPs e EIPs apresentaram um IF superior a 1, o que indica
um maior grau de especificidade entre a biomolécula alvo e os MIPs e EIPs
eletrofiados do que os NIPs correspondentes. Os valores de IF de MIPs e EIPs

preparados como amostras “bulk” ou fibra foram semelhantes.
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Figura 5.19: Capacidades de religagdo (Q) de amostras de nanofibras.
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Tabela 5.3 Valores de concentracao do eluente (Co, Ct), capacidade de religagdo das

amostras EIP, MIP e NIP (Q) e fator de impressao para cada uma das amostras eletrofiadas.

co CtEIP CtNIP QEIP QNIP
(vg/mL) (pg/mL) (ug/mL) (ug/g) (ng/g)

Amostra

Nf:AM50:PVA:BSA 31,9 21,7 22,6 49074,8 27093,1 2,0
Desvio padrao - 0,4 2,9 23746 9182,0 0,9
Nf:AM50:PVA:J5 31,9 26,9 27,7 11923,0 5163,3 2,7
Desvio padréao - 0,7 0,4 1762,5 2221,1 1,3

Os valores de Q EIP e Q NIP tanto para as amostras bulk quanto para as amostras

em nanofibras passaram por teste de varidncia Anova (confianga de 95%)

apresentando p-valor menor do que 0,05, indicando que os resultados sao distintos

entre si. (Amostras bulk com p-valor de 0,00011 e amostras eletrofiadas com p-valor

de 3,7x107).
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6. CONCLUSOES

A partir da revisdo da literatura e dos resultados obtidos, conclui-se que foi
demonstrada a possibilidade de preparar polimeros impressos em epitopo (EIP) para
atuarem como anticorpos sintéticos, utilizando o epitopo da proteina spike do SARS-
CoV-2 como modelo molecular (denominado J5). Além disso, EIPs com J5 impresso
também foram preparados usando um processo de eletrofiacdo reativa que produziu
com sucesso fibras eletrofiadas EIP através da combinacdo de eletrofiagcdo e
fotopolimerizagao de mondmeros a base de acrilamida/acido acrilico. A fim de explorar
e testar as condigbes de processamento, a albumina de soro bovino (BSA) também
foi utilizada como molécula modelo para produzir polimeros de impressao molecular
(MIP) na forma de amostras “bulk’ e fibras. Os resultados de FTIR mostraram que a
composi¢cao das amostras preparadas por bulk e eletrofiadas foi obtida conforme
planejado. Imagens MEV mostraram que as fibras eletrofiadas com didametros
nanomeétricos e contendo granulos de tamanho nanométrico foram obtidas com
sucesso pela estratégia de eletrofiagdo reativa. As fibras preparadas com J5 como
molécula impressa tinham didmetros (cerca de 70 nm) muito menores que as fibras
eletrofiadas com BSA (cerca de 400 nm), como possivel consequéncia da carga
positiva associada ao J5 que pode aumentar a condutividade elétrica da solugao de
eletrofiagédo, além do epitopo J5 de baixo peso molecular poder ter agido como um
plastificante, reduzindo a viscosidade da solugéo global e da rede polimérica que
resultaria numa reducao do didmetro das fibras eletrofiadas. Tanto MIPs quanto EIPs
em massa (“bulk”) e nanofibras apresentaram fatores de impressao superiores a 1, o
que pode significar que os materiais obtidos estdo na verdade agindo como anticorpos
sintéticos com especificidades associadas as biomoléculas definidas. A capacidade
de religacao (Q) que mede a quantidade de biomolécula que pode se ligar aos
polimeros impressos foi maior para amostras preparadas com a morfologia de fibra
de tamanho nanométrico quando comparada com as amostras em massa (“bulk’)
correspondentes, particularmente quando BSA foi usada como molécula impressa: Q
para amostras de fibra impressas em BSA foi 49074 + 2374 ug/g, enquanto Q para
amostras "bulk” impressas em BSA foi 9241 + 5112 ug/g. A capacidade de religagcéo
(Q) também foi maior quando J5 foi impresso em nanofibras (Q = 11923 + 1762 pg/q)
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do que J5 impresso em amostras bulk (Q = 6065 £ 755 ug/g). Esse resultado pode
implicar que as biomoléculas impressas em fibras de tamanho nanométrico podem
levar a niveis mais elevados de cavidades expostas (derivadas das moléculas
impressas) que podem interagir com a biomolécula alvo. Finalmente, os resultados
deste trabalho indicam que anticorpos sintéticos baseados na impresséo de epitopos
(como no caso do epitopo do SARS-CoV-2) em fibras eletrofiadas podem ser uteis
como um componente importante em biossensores mais estaveis, processaveis e

reprodutiveis para monitorar e detectar uma série de doencas, como a COVID19.

7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Realizar um perfil de estudo das ligagdes quimicas: cinética de ligacéao,
isoterma de ligacao, seletividade de ligacdo (nos testes de seletividade,
escolher proteinas que coexistam com o alvo na mesma amostra, podendo
causar erros reais na analise).

e Avaliar a estabilidade do polimero ao longo de um determinado periodo de
semanas, para verificar o desempenho no uso de sensores, estabelecendo um
prazo em que os resultados do sensor serdao considerados confiaveis e

reproduziveis.
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9. ANEXO I: CURVA DE CALIBRAGAO PARA A ALBUMINA EM SOLUCAO
AQUOSA, CURVA DE CALIBRAGAO PARA A ALBUMINA EM SOLUGAO
METANOL:ACIDO ACETICO 70:30 V/V
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Figura I.1.: Curva de calibragédo para a albumina em solugéo aquosa (A=278 nm).
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Figura 1.2.: Curva de calibragéo para a albumina em solu¢gao metanol:acido acético (70:30 v/v)
(A=278 nm).
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ANEXO II: CURVA DE CALIBRACAO PARA O J5 EM SOLUCAO AQUOSA, CURVA
DE CALIBRAGAO PARA O J5 EM SOLUCAO METANOL:ACIDO ACETICO 70:30 V/V
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Figura II.1.: Curva de calibragdo o J5 em solugdo aquosa (A=275 nm, segundo pico de maior

intensidade).



