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RESUMO

CAMILO, Douglas Eleutério. Filmes nanoestruturados para detec¢do do
antigeno prostatico especifico utilizando nanoparticulas de ouro. 2019. 71 f.
Dissertacéao (Mestrado em Ciéncia dos Materiais) — Centro de Ciéncias e
Tecnologia para a Sustentabilidade, Universidade Federal de Sao Carlos,
Sorocaba, 2019.

Neste trabalho foram produzidos filmes nanoestruturados para a deteccéo do
antigeno prostatico especifico (PSA), uma glicoproteina produzida em
quantidades anormais em caso de cancer de proéstata, utilizando-se de técnicas
de automontagem: a monocamada automontada (SAM) para a funcionalizagéo
do substrato, seguida da camada por camada (LbL) para a fabricacdo das
multicamadas que compde a unidade sensorial. Cada etapa de adsorcéo foi
monitorada por diferentes técnicas de caracterizagao. O anticorpo especifico do
PSA (anti-PSA) foi imobilizado na superficie de nanoparticulas de ouro
(conjugado AuNPs-antiPSA) para a posterior montagem pela técnica LbL. As
AuNPs-anti-PSA foram caracterizadas por espectroscopia no ultravioleta-visivel
(UV-Vis), que indicou bandas de absorg¢ao plasménica das AuNPs em 520 nm e
de absorcdo do ftriptofano presente no anti-PSA em 260 nm. Com a
espectroscopia de fluorescéncia verificou-se a banda de emissao de
fluorescéncia do triptofano em 367 nm. A analise da morfologia das AuNPs por
microscopia eletrénica de transmissdo (MET) forneceu o diametro médio
estimado de 3,5 £ 0,9 nm. Os filmes foram fabricados sobre laminas de ouro (Au)
previamente limpas e funcionalizadas com acido 11-mercaptoundecandico (11-
MUA). Os filmes LbL foram preparados com a adsor¢ao de uma tricamada de
polieletrolitos composto por poli(etilenoimina) (PEI), poli(acido vinilsulfénico, sal
de sddio) (PVS) e novamente PEI, sobre o Au funcionalizado com 11-MUA, e
caracterizados por voltametria ciclica (VC). Em seguida foi imobilizado o
conjugado AuNP-antiPSA e por fim, a albumina de soro bovino (BSA) foi utilizada
para bloquear os sitios de ligagao nao especificos. Observou-se a diminuicao da
corrente nos picos redox de Fe(ll)/Fe(lll) com a adsor¢do sucessiva das
camadas. A deteccao foi realizada com diferentes concentragcées de PSA (0,1,
0,5, 1,0, 4,0, 8,0, 10 e 20 ng mL'1) utilizando a espectroscopia de impedancia
eletroquimica (EIE). A arquitetura descrita, Au/11-MUA/PEI-PVS-PEI/AuNPs-
anti-PSA/BSA/PSA, foi também caracterizada por espectroscopia de reflexao-
absor¢ao no infravermelho com modulagao da polarizacdo (PM-IRRAS) para se
identificar cada material, a interagao entre eles, bem como a interagao entre o
antigeno e o anticorpo. A seletividade do imunossensor foi analisada através da
exposi¢cao a imunoglobulina G (IgG). O limite de deteccéao (LD) e a faixa analitica
obtidos da EIE foiram, respectivamente, de 0,17 ng mL™" e 0,1-20 ng mL™". Os
experimentos evidenciaram que a técnica LbL e o uso de AuNPs foram
adequados para a construcdo de um imunossensor de baixo custo, rapido
desenvolvimento e alta sensibilidade. Sendo assim, o imunossensor fabricado
exibe significativo potencial para ser utilizado no diagndstico do cancer de
préstata.

Palavras-chave: Filmes camada por camada, Anticorpo anti-PSA, Antigeno
Prostatico Especifico, Nanoparticulas de Ouro, Deteccao Eletroquimica.



ABSTRACT

CAMILO, Douglas Eleutério. Nanostructured films for detection of the prostatic
specific antigen using gold nanoparticles. 2019. 71 f. Dissertation (Master's
Degree in Materials Science) - Center for Science and Technology for
Sustainability, Federal University of Sdo Carlos, Sorocaba, 2019.

In the present work, nanostructured films were prepared through the self-
assembly techniques for the detection of prostatic specific antigen (PSA), a
glycoprotein produced in abnormal levels in case of prostate cancer. Two self-
assembly approaches were used: the self-assembled monolayer (SAM)
technique for the substrate functionalization and the layer-by-layer (LbL)
technique for the building of the sensing unit. The specific antibody to PSA (anti-
PSA) was immobilized on the gold nanoparticles surface (AuNP-antiPSA
conjugate) for later assembly by the LbL technique. The AuNPs-anti-PSA
conjugate was characterized by ultraviolet-visible spectroscopy indicating
absorption bands at 520 and 260 nm related to the AuNP plasmons absorption
and anti-PSA tryptophan absorption, respectively. The fluorescence spectrum
presented a band at 367 nm attributed to the emission of tryptophan fluorescence
present in the anti-PSA. The morphology analysis of AUNPs by Transmission
Electron Microscopy (MET) provided an estimated average diameter of 3.5 £ 0.9
nm. The films were fabricated on gold (Au) covered glass slides previously
cleaned and functionalized with 11-mercaptoundecanoic acid (11-MUA). The LbL
films were prepared by the sequential adsorption of nanostructured layers of
poly(ethyleneimine) (PEI), poly(vinylsulfonic acid, sodium salt) (PVS) and PEI, on
the Au functionalized surface. Cyclic voltammetry (VC) confirmed the adsorption
of the layers by the reduction of the current peak of Fe(ll)/Fe(lll) redox probe.
Subsequently, bovine serum albumin (BSA) was used to block the non-specific
binding sites. Detection was performed with different concentrations of PSA (0.1,
0.5, 1,0, 4,0, 8,0, 10 and 20 ng mL™") using Electrochemical Impedance
Spectroscopy (EIS). The architecture Au/11-MUA/PEI-PVS-PEI/AuNPs-anti-
PSA/BSA/PSA was also characterized by Polarization-Modulation Infrared
Reflection-Absorption Spectroscopy (PM-IRRAS) to investigate the interaction
between the materials, as well as the interaction between antigen and antibody.
The high selectivity of the immunosensor was tested by the exposure of the
sensor to a non-specific immunoglobulin G (IgG). The limit of detection (LD) and
the range of detection obtained by EIS were 0.17 ng mL™" and 0.1-20 ng mL™",
respectively. The experiments demonstrated that the LbL technique and the use
of AuNPs were suitable for the construction of an immunosensor of low cost, rapid
development and high sensitivity. Thus, the fabricated immunoassay exhibits
high potential for use in the diagnosis of the early stages of prostate cancer.

Keywords: Layer-by-Layer films, anti-PSA Antibody, Prostate Specific Antigen,
Gold Nanoparticles, Electrochemical detection.
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1 INTRODUGAO

Nas ultimas décadas o interesse pelo desenvolvimento de biossensores
para o diagndstico de doengas, como o cancer, tem crescido consideravelmente,
tornando possivel a construgdo de uma vasta literatura sobre o assunto, que
contribui significativamente no desenvolvimento e aprimoramento de novos
dispositivos'?. Esses biossensores sdo capazes de determinar quantidades
precisas de biomarcadores de doencas permitindo seu diagnéstico em estagios
iniciais.

Devido ao seu crescimento entre a populagdo mundial, o cancer se
apresenta como a doenga de maior interesse clinico no que diz respeito a
detecgao e cura. Entre eles, o cancer de prostata representa um sério risco a
saude publica devido a sua alta taxa de incidéncia, considerado o cancer nao-
cutdneo mais comum entre os homens®*. Ha diversos exames para seu
diagndstico, como exames de imagem, sangue ou bidpsia, porém, esses
métodos demandam tempo, necessitam de profissionais e s&o geralmente caros.
Nesse sentido, os biossensores possuem inumeras vantagens quando
comparados com os métodos tradicionais, dentre elas, o0 baixo custo e facilidade
em termos de desenvolvimento, alta sensibilidade e seletividade, além de serem
acessiveis, portateis e prontos para uso com resultados em intervalos de tempo
relativamente curtos®®.

Dentre as técnicas para a fabricagdo de biossensores, monocamadas
automontadas (do inglés Self-assembled Monolayers — SAMs) e filmes
automontados camada por camada (do inglés Layer-by-Layer — LbL) sé&o
comumente utilizados para imobilizacdo de biomoléculas devido a simplicidade
de construcdo, versatilidade e capacidade de preservacdo da atividade
bioldgica’, além de possibilitar alta organizacdo e homogeneidade das
biomoléculas®, o que permite a reprodutibilidade. Quando essas monocamadas
sao combinadas com outros materiais, o desempenho da detec¢do pode ser
otimizado. Por exemplo, o uso de nanoparticulas metalicas, como as
nanoparticulas de ouro (AuNPs), pode melhorar a sensibilidade e seletividade
sensorial devido as suas propriedades cataliticas e biocompativeis®°.

Devido as propriedades de otimizagdo proporcionadas pela tecnologia

dos materiais nanoestruturados e métodos de automontagem descritos neste



estudo, buscou-se utiliza-los para a construcao de um biossensor para deteccao
do biomarcador PSA.

1.1 CANCER DE PROSTATA

A prostata € uma glandula fibromuscular do sistema reprodutor masculino
localizada abaixo da bexiga, ilustrado na Figura 1. Sua fungdo é de extrema
importancia para a preservacao dos espermatozoides através da producao de
20 a 30% dos fluidos que o constituem, fornecendo assim protecéo e nutrientes
fundamentais para a sua sobrevivéncia'""'?. Sua massa e comprimento normal
ficam em torno de 20 g e 2,5 cm, respectivamente.

O cancer de prostata inicia-se com o crescimento de uma massa de tecido
através da divisao irregular e multiplicacdo das células (Figura 1). Devido a sua
capacidade metastatica, esse tipo de cancer é considerado um tumor maligno,
capaz de invadir outras areas do corpo, como vesiculas seminais, reto, bexiga e
até mesmo o0s 0ss0s; ou ainda migrar para outros 6rgaos através da transigcao

das células tumorais pela corrente sanguinea'.

Figura 1: llustracdo da localizagdo da prostata e células cancerosas no sistema
reprodutor masculino.

Bexiga

Vesicula
seminal

Cancer

Préstata

Uretra

Fonte: Adaptado de Samadi, [s.d.]".

O cancer de préstata é o segundo cancer mais comum entre os homens,
depois do cancer de pele, e sua maior incidéncia ocorre em idades avangadas

ou devido a fatores genéticos. Tem se tornado uma doencga de grande relevancia



clinica, ndo so pelas altas taxas de incidéncia e mortalidade, mas também pelas
probabilidades de cura quando a doenga € diagnosticada precocemente.
Segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA), a estimativa de novos casos
para o ano de 2018 chegam a 68.220, com um numero de mortes registrados
em 2013 de 13.772, segundo dados do Sistema de Informagao de Mortalidade
(SIM) do Ministério da Saude'®. Em todo o mundo foi registrado uma estimativa
de 1,4 milhdo de casos diagnosticados em 2016"". A Figura 2 ilustra as taxas
brutas de incidéncia e mortalidade em 2017 e 2014, respectivamente, para as
regides do Brasil, onde observa-se que as regides Sul e Centro-Oeste
apresentam maior numero de diagndsticos e mortes causadas por cancer de
prostata.

As taxas de incidéncia tendem a crescer ao longo dos anos para o Brasil,
0 que nao esta efetivamente relacionado com a mudanca na qualidade de vida
do brasileiro, obesidade ou grande quantidade de idosos no pais, mas
principalmente devido a maior disponibilidade de métodos de detec¢ao, melhoria

na qualidade dos registros e aumento de diagnosticos'®.

Figura 2: Representagao espacial das taxas de incidéncia e mortalidade estimadas em
2017 e 2014, respectivamente, para o cancer de préstata em regides do Brasil. As taxas
sdo referentes a cada 100 mil homens.

Norte
Incidéncia: 29,5
Mortalidade:9,87

Nordeste
Incidéncia: 51,8
Mortalidade: 14,7

Sul
Incidéncia: 95,6
Mortalidade: 18,3

Fonte: INCA, [s.d.]"®.



O céancer de prostata € uma doenga assintomatica, sendo diagnosticado
através de exames da dosagem sérica do antigeno prostatico especifico (PSA).
O PSA, descoberto na segunda metade do século XX'®, ¢ uma glicoproteina
produzida por células normais e malignas da prostata sendo o marcador sérico
mais utilizado para o diagnostico de cancer, dentre outras anomalias na

prostata?®?!

. Embora uma certa quantidade de PSA seja normal, o mesmo se
apresenta em quantias altas para pacientes com a doenga; e
consequentemente, foi estabelecido que o nivel de PSA para uma pessoa
saudavel seria abaixo de 4 ng mL™"3, enquanto que acima desse valor o paciente
pode estar com a doenca. E importante destacar que néo é correto diagnosticar
o cancer de prostata baseando-se somente em altos niveis de PSA, essa
informacado deve ser comprovada por outros métodos como o toque retal ou
ultrassonografia pélvica. Isso se deve ao aumento dos niveis de PSA para outras
patologias, entre elas, a prostatite, hiperplasia benigna, uso de medicacdes e até
mesmo o inchamento normal da glandula prostatica que ocorre com o avango da
idade?.

Existem alguns métodos convencionais utilizados para a deteccédo do
PSA, como o ensaio de imunoabsorgao enzimatica (ELISA), radioimunoensaio
(RIA), quimioluminescéncia (CLIA), eletroquimioluminescéncia (ECLIA), ensaio
de fluorescéncia ligada a enzima (ELFA) e cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massa (LC-MS)*?®. Entre eles, e talvez o mais prevalente, o
teste ELISA é utilizado para quantificacdo de proteinas através de reacdes

enzimaticas®>%*

e possui especificidade e sensibilidade capaz de detectar baixas
concentracdes. Contudo, o desenvolvimento do teste, assim como os outros
citados, requerem processos longos, intensivos e utilizam-se de equipamentos

de alto custo®?.

Nesse sentido, a principal vantagem que prioriza o
desenvolvimento de biossensores € justamente o baixo custo, rapidez em obter
resultados e a miniaturizagdo do dispositivo, além de terem caracteristicas
superiores em sensibilidade e seletividade.

Na literatura pode-se encontrar diversas propostas de desenvolvimento
de biossensores, com resultados bastante promissores, utilizando a tecnologia
otica, eletroquimica ou mecéanica como mecanismos de detec¢do. Uludag e

Tothill?’, fabricaram um biossensor 6tico para a detecgdo do PSA utilizando o



principio de ressonancia plasménica de superficie (SPR). Eles utilizaram
anticorpos anti-PSA ancoradas em nanoparticulas de ouro, semelhante a
proposta deste trabalho. Esses conjugados de AuNPs-anti-PSA foram
adsorvidos no sensor de ouro de SPR funcionalizado e modificado com acido
11-mercaptoundecandide (11-MUA), anticorpo anti-PSA e PSA. A variagédo do
angulo de SPR foi proporcional a concentragao de PSA entre 0,29 e 150 ng mL"
' com limite de deteccdo de 0,29 ng mL™. Ye et al.?®, utilizaram nanoparticulas
de zircénia dopada com complexo térbio (Tb*"), revestidas com BSA e ligadas
covalentemente a estreptavidina para a deteccédo de PSA através do mecanismo
de fluorescéncia. Este projeto apresentou resultado satisfatério, com respostas
de deteccdo de 0,1 a 50 ng mL™" e limite de deteccdo de 0,4 ng mL™.

Para biossensores eletroquimicos que utilizam o mecanismo de
transferéncia de carga através da 6xido-redugao de espécies quimicas, destaca-

se o trabalho de Kavosi et al.?®

que utiliza a técnica de espectroscopia de
impedancia para detectar o PSA. Kavosi et al. desenvolveram um biossensor
baseado na imobilizagdo de anti-PSA em dendrimeros de poli(amidoamina)
ancorados em nanoparticulas de ouro (AuNPs-PAMAM) ligados ao
nanocomposito formado por nanotubos de carbono de paredes multiplas, liquido
idnico e quitosana (MWCNTSs/IL/Chit). Seus resultados apresentaram uma curva
linear de detecgo até 25 ng mL™, com limite de deteccdo de 0,5 ng mL™.

1.3° desenvolveram um

Como exemplo de biossensor mecanico, Lee et a
mecanismo de deteccdo de PSA através da fabricacdo de cantilevers de
Pb(Zry52Tio.48)O3 (PZT) nanomecanicos modificados com Ta/Pt/PZT/Pt/SiO, em
uma camada de suporte de SiNx. A interagdo antigeno-anticorpo foi medida
através da frequéncia de vibracdo do cantilever onde o anticorpo encontra-se
imobilizado. A menor concentragao detectavel foi 0,1 ng mL™", alcancada para
cantilevers de 100 um, podendo chegar a 0,01 ng mL™ para cantilevers de 50
pum; os limites de detecgcao nao foram descritos.

Dentre esses biossensores, o0s eletroquimicos surgiram como alternativa
promissora devido a simplicidade, baixo limite de deteccdo e seletividade,
alcancados através de baixos valores de potencial e corrente, além de
oferecerem inumeras analises possiveis de respostas causadas por
imunorreacbes, como mudanga de potencial, capacitdncia, condutancia,

impedancia e massa®’. Devido a isso, neste trabalho, propds-se o



desenvolvimento de um biossensor eletroquimico utilizando a simplicidade,
acessibilidade e compatibilidade da técnica LbL, juntamente com as

propriedades eletrénicas, cataliticas e biocompativeis das AuNPs.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um imunossensor para a detecgado do PSA, de forma rapida
e de baixo custo, através da fabricacado de filmes nanoestruturados utilizando a
técnica LbL e nanoparticulas de ouro, e caracterizagdo empregando métodos

eletroquimicos e oOpticos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar nanoparticulas de ouro (AuNPs) utilizando mecanismo de
estabilizagao estérica para ancoragem do anticorpo anti-PSA.

e Caracterizar a solugao de nanoparticulas de ouro com anticorpo (AuNPs-
anti-PSA) por Espectroscopia no Ultravioleta Visivel (UV-Vis) e
Espectroscopia de Fluorescéncia.

e Caracterizar a morfologia e tamanho das AuNPs por Microscopia
Eletronica de Transmissao (MET).

e Fabricar filmes nanoestruturados para a imobilizagcdo do conjugado
AuNPs-anti-PSA empregando SAM em ouro e filmes LbL de
poli(etilenoimina) (PEI) e poli(vinil sulfato de sédio) (PVS).

e Verificar a deposicao e interacdo dos filmes por Espectroscopia de
Reflexdo e Absorcao no Infravermelho com Modulagdo da Polarizagao
(PM-IRRAS).

e Caracterizar os filmes por espectroscopia de UV-Vis e espectroscopia de
fluorescéncia.

e Verificar a deposicdo dos materiais e biomateriais sobre o eletrodo de

ouro e analisar a resposta do sensor ao PSA utilizando Voltametria Ciclica



(VC) e Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (EIE),

respectivamente.
3. FUNDAMENTOS TEORICOS
3.1 BIOSSENSOR

Biossensores sao dispositivos analiticos, constituidos basicamente por
um biorreceptor e um transdutor fisico-quimico, capazes de converter respostas
bioldgicas em sinais elétricos mensuraveis****. O biorreceptor € um componente
bioldgico, como tecido, microorganismo, enzima, anticorpo, acido nucléico, entre
outros, capaz de reconhecer e interagir com um determinado analito especifico;
o transdutor ird converter esse reconhecimento molecular em um sinal
analiticamente mensuravel, proporcional & concentragdo do analito.

A Figura 3 ilustra um esquema de variados elementos que podem
constituir um biossensor: a) os biorreceptores que irdo se ligar ao analito de
interesse; b) uma arquitetura de interface para transportar a informagao gerada
pela ligacdo molecular especifica, dando origem a um sinal captado pelo
elemento transdutor e convertido em sinal elétrico; c) amplificador do sinal
eletrbnico recebido através de um circuito; d) processamento do sinal
amplificado através de, por exemplo, um software de computador que sera
convertido em parametros fisico-quimicos para gerar um e) grafico a ser
interpretado pelo operador®®. As amostras utilizadas para deteccdo podem variar
desde células desenvolvidas sob condicdes controladas até alimentos, fluidos
biolégicos e amostras ambientais. Dentre os transdutores, os microssistemas
mais utilizados sao os eletroquimicos, mecanicos e 6pticos. Comparados com
os demais, os transdutores eletroquimicos tém se mostrado promissores para o
desenvolvimento de biossensores, apresentando um crescente desenvolvimento

nos ultimos anos (Figura 4).



Figura 3: Representacdo esquematica dos componentes e elementos de um

biossensor.
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Figura 4: Evolugdo do numero anual de artigos sobre biossensores eletroquimicos,
opticos e mecéanicos de 2010 a 2018.
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Fonte: Pesquisa realizada na base de dados Web of Science, 2019. Palavras-chave
pesquisadas: “electrochemical biosensors”, “optical biosensors” e “mechanical
biosensors”.

As principais caracteristicas dos biossensores, que os tornam atrativos
para o mercado, sdo sua sensibilidade, seletividade, portabilidade, simplicidade,

curto tempo de analise e baixo custo. A sensibilidade é a variacdo de um



determinado sinal de saida com o de entrada; em outras palavras, um sensor
com alta sensibilidade permite grandes variagdes de sinal de saida a partir de
uma pequena variacao de entrada. O limite de detecgao é a quantidade minima
efetiva que um biossensor detecta um determinado analito com um nivel de
confianga declarado (geralmente 99%) e sua precisdo depende do modelo
utilizado. A seletividade é a capacidade de diferenciar/detectar diferentes
analitos ou interferentes.

Muitos biossensores, principalmente aplicados em medicina, possuem
capacidade de detectar concentracdes muito baixas, da ordem de ng mL™ e fg
mL™', o que favorece o monitoramento de doengas em estagios iniciais. A
seletividade determina o numero de diferentes substancias que um biossensor
pode detectar ou, em outras palavras, a capacidade de detecg¢ao especifica em
amostras contendo varios aditivos e contaminantes. Um biossensor seletivo ideal
€ aquele que detecta apenas o seu analito de interesse e nao fornece respostas
significativas para qualquer outra substancia. Um exemplo de alta seletividade é
a interacdo antigeno-anticorpo®. Devido as caracteristicas de afinidade, avidez e
especificidade, um anticorpo em particular tem a capacidade de reagir com
apenas um antigeno, o que é fundamental para se obter respostas confiaveis *°.

O imunossensor € um tipo de biossensor baseado na interagao especifica
de antigenos e anticorpos. Ha diversos trabalhos que se utilizam de transdutores

37,38 39,40 ou mecéniCOS3O,41

eletroquimicos™"™", dpticos em imunossensores de PSA,
onde todos fazem uso da interagdo antigeno-anticorpo, o que confere maior
seletividade ao dispositivo*?. A ligacdo do complexo antigeno-anticorpo ocorre
por meio de interagdes fracas e nao covalentes, como interagdes eletrostaticas,
forgas de Van der Waals e ligagdes de hidrogénio®.

Os imunossensores sao divididos em classes, os tipos sanduiche, que
utilizam marcadores, e os diretos, sem uso de marcadores. O imunossensor do
tipo sanduiche caracteriza-se por ter dois anticorpos ligados ao antigeno, onde
o primeiro anticorpo (ou anticorpo de captura) é imobilizado na superficie do
eletrodo que esta conectado a um transdutor; a amostra contendo o analito
(antigeno) é adicionado para a formagado do complexo antigeno-anticorpo, e
mais anticorpos (ditos anticorpos secundarios) sédo adicionados, conforme

ilustrado na Figura 5(A). Esses ultimos anticorpos sdo marcados com enzimas
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ou moléculas coloridas ou capazes de emitir fluorescéncia*, o que permite
mensurar o antigeno.

Os imunossensores de ensaios diretos ou sem marcadores empregam
apenas o primeiro anticorpo (de captura) e ndo necessitam de um marcador.
Para tal, o sensor contendo o anticorpo € imerso em uma sonda redox e sua
resposta eletroquimica ¢ medida antes e apds a interacdo com o antigeno®
conforme ilustrado na Figura 5(B). A resposta do imunossensor € verificada com
a mudanga do sinal quando comparado com o sinal inicial (apenas com

anticorpo), proporcional a concentragao do analito.

Figura 5: Representagao esquematica de um imunossensor eletroquimico do tipo (A)
sanduiche e (B) direto.

(A) (B)

* 4
Anticorpo _’)L )L ( Fe(CN)6 Fe(CN)g3 —_
marcado T\ T\ Sonda
Antigeno = redox
YN S
Anticorpo —p

Superficie do sensor Superficie do sensor

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os imunossensores do tipo sanduiche sao comumente utilizados quando
se deseja alcangar sensibilidades altas, o que é vantajoso para detecgado de
marcadores que precisam ser detectados em pequenas quantidades. Porém, os
imunossensores diretos podem ser alternativas interessantes, apresentando
vantagens sob os imunossensores marcados no que tange a economia de
dinheiro e tempo; sao relativamente mais simples, permitem detec¢cao em unica
etapa e dispensam uso de reagentes adicionais*®. O imunossensor construido

neste trabalho é do tipo direto, conforme a Figura 5(B).

3.2ANTICORPOS, ANTIGENOS E SUAS INTERACOES
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Anticorpos pertencem a familia estrutural das glicoproteinas, também
chamadas imunoglobulinas (lg), produzidas principalmente por células
plasmaticas para neutralizar agentes estranhos no organismo, como bactérias e
virus. No organismo, os anticorpos podem se ligar a receptores da superficie
celular, proteinas ligadas a membrana (ou associadas) ou proteinas circulantes
causando varios tipos de efeitos diretos e indiretos, entre eles o recrutamento de
células efetoras, modulacéo celular e citotoxicidade celular®’.

Os anticorpos apresentam muitas semelhancas entre si no que diz
respeito a estrutura basica, mas sao diferentes em propriedades fisico-
quimicas*®. Existem diferentes classes de anticorpos, chamados isétipos, o
IgA, IgD, IgE, IgG e IgM, diferenciados pela forma da cadeia pesada que
apresentem; esses desempenham diferentes fungbes no organismo conforme
cada tipo de corpo estranho que interagem49. S&o compostos por duas regides
distintas: uma regido ou dominio constante que pode apresentar até quatro
formas bioquimicamente distinguiveis; e a outra regido variavel que pode
assumir distintas formas, o que permite a existéncia de uma variedade de
anticorpos e, consequentemente, uma variedade de antigenos43.

As unidades basicas de quatro cadeias (2 cadeias pesadas idénticas e 2
cadeias leves idénticas), presente na regido variavel do anticorpo descrita acima,
sdo simétricas e ligadas por interagbes secundarias e ligagdes de dissulfeto®®.
Essas unidades sado ligadas através do sitio de clivagem que permite a
flexibilidade independente dos dois bracos e formam a estrutura em Y dos
anticorpos, como ilustrado na Figura 6. Essa regido também é chamada de
fragmento F,p, onde encontra-se localizado o grupo terminal amino que permite
a ligacdo especifica com o antigeno através da combinagdo das regides
variaveis e constantes presentes nas cadeias leves e pesadas®’. O fragmento
constante F.; localizado na “cauda” do anticorpo, denominado fragmento
cristalizavel, nao tem ligagdo especifica com o antigeno, mas interage com
células imunes e proteinas e é responsavel por regular fungdes imunoldgicas,
reconhecer e até mesmo matar patdégenos. Esse fragmento corresponde aos
dominios constantes CH, e CH3z emparelhados e é a parte do anticorpo

responsavel pela mediacdo das suas funcdes efetoras®.
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Figura 6: Principais partes da estrutura de um anticorpo do tipo IgG e as regides de
ligagéo especifica com o antigeno.

Sitio de ligagao com o antigeno

Sitio de
clivagem

Outros antigenos

¥

Antigeno
especifico

Cadeia
pesada

Cadeia leve

C = Dominio constante
V = Dominio variavel
H = Cadeias pesadas
O | - - i
00C €o0 L = Cadeias leves

Fonte: Elaborado pelo autor, com base em Graga, 2016,

O antigeno pode ser qualquer molécula capaz de induzir uma resposta
imune, como virus, parede celular bacteriana, proteinas, carboidratos
complexos, fosfolipidios ou outras macromoléculas. Como macromoléculas séo
maiores do que a ligagao especifica do anticorpo, geralmente o mesmo se liga a
uma regido das macromoléculas, denominadas epitopos. O reconhecimento
entre complexos antigeno-anticorpo ocorre apenas quando um antigeno tem seu
epitopo especifico para um determinado anticorpo (representado na ampliagéo
da Figura 6). Essa interagcédo ocorre por meio de ligagdes secundarias, incluindo
forgas eletrostaticas, ligagdes de hidrogénio e forgas de van der Waals.

No que tange ao desenvolvimento de imunossensores, alguns fatores
podem influenciar na ligagdo antigeno-anticorpo, como temperatura e pH que,
se inadequados, podem ocasionar o rompimento ou impedir a ligagao entre

antigeno-anticorpo®’.

3.3 MONOCAMADAS AUTOMONTADAS (SAMs)
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O uso de monocamadas automontadas (SAMs) para a funcionalizagédo de
eletrodos remontam da década de 70 com os chamados eletrodos quimicamente
modificados (EQM)°?°®. As SAMs constituem-se por um grupo quimico de
cabeca, cadeia e um grupo terminal, e sdo montagens moleculares ordenadas
que se formam espontaneamente através da imersdo de uma superficie sélida
em solugcdo contendo moléculas organicas. A adsor¢cao ocorre através da
caracteristica especifica de seu grupo de cabeca a um substrato®*.

O desenvolvimento de biossensores apresentam limitagdes no que tange
a adsorcao de filmes e moléculas de interesse devido a falta de afinidade e
interacado entre substancia e substrato, além de fatores como irregularidade do
substrato e adsorcéo dos produtos ou sub-produtos da reagéo redox, o que pode
prejudicar as propriedades e caracteristicas de sensibilidade, seletividade e
estabilidade®. O emprego de SAMs surgiu como alternativa promissora para
suprimir essas limitacoes, fornecendo varias vantagens devido a propriedades
como compatibilidade bioldgica, resisténcia quimica, reconhecimento molecular,
e utilidades como controle de transferéncia eletronica, protecao de substratos a
produtos quimicos agressivos e suporte para ancoragem de outras moléculas
(usadas principalmente em biossensores)*®*’.

As SAMs podem ser formadas por moléculas de alcanotiois e dissulfetos
em ouro e prata, e por alquilsiloxanos em superficies hidroxiladas, como silica,
vidro e alumina®®. Sdo mais frequentemente utilizadas para funcionalizacdo de
superficies de ouro através da alta afinidade ouro-enxofre que ocorre pela
quimissorgdo do grupo sulfidrila (-SH) de alcanotisis®®. Essas moléculas, quando
adsorvidas, passam a ter uma estrutura altamente organizada, originada pelas
interacdes de hidrogénio e de van der Waals entre as cadeias longas®® e com
um determinado angulo de inclinagao (cerca de 20 a 30° em relagdo a normal)
gerada pela menor area ocupada por uma cadeia carbdnica (18,4 A?) em relacéo
a area ocupada pelo grupo tiol adsorvido sobre a superficie de Au (21,7 A%)®°. A

Figura 7 esquematiza a conformagéo de uma SAM numa superficie de ouro.
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Figura 7: Principais componentes da molécula de hidrocarboneto com grupo de cabeca
—SH e sua conformacgéao na superficie do ouro.

<+— Grupo terminal

<«— (Cadeia de alcanos

Grupo de cabeca

<— Superficie de ouro

Fonte: Modificada de Wang et al., 2015°".

A fabricagdo de biossensores utilizando SAMs tem se mostrado
promissora devido a sua simplicidade e versatilidade, permitindo o aumento de
seletividade, estabilidade das unidades sensoriais através do controle de
variaveis que influenciam na transferéncia eletrbnica como a natureza do
elemento biolégico e a distancia do centro de oéxido-redugcdo em relagdo a
superficie do eletrodo®. Além disso, as SAMs s&o Uteis para preparar superficies
concedendo cargas ou hidrofilicidade para que outros materiais possam ser

depositados por outros métodos, como o LbL® ou o Langmuir-Blodgett (LB)®>.

3.4 FILMES CAMADA POR CAMADA (LAYER-BY-LAYER-LBL)

A deposicao via técnica LbL € um dos principais métodos de fabricagao
de filmes finos e revestimento de superficies. Desenvolvido por Decher et al.?*,
a técnica é relativamente simples, de baixo custo e pode ser feita manualmente
através do uso de béqueres contendo solugcdes de materiais catidnicos e
anidnicos. A adsorcao dos materiais ocorre de forma sequencial na superficie de
um substrato imergindo-o entre as diferentes solugdes, conforme ilustrado na
Figura 8. As etapas sado descritas a seguir, considerando um substrato com
densidade de carga positiva:

i. Imersao do substrato na solugao anidnica;
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ii. Imersao do substrato na solugao de lavagem (primeira camada);
iii. Imersao do substrato na solugao catibnica,;

iv.  Imerséo do substrato na solugao de lavagem (segunda camada).

Figura 8: llustracdo esquematica de deposigdo de materiais utilizando a técnica LbL
sobre um substrato sdélido com densidade de carga positiva. As etapas 1 e 3
representam a adsorgdo dos materiais anidénicos e catibnicos, respectivamente, e as
etapas 2 e 4, os processos de lavagem.

1 2 3 4

1. Anions 3. Cations
]
©
By —> —
o=
5 2. Lavagem 4. Lavagem |

Fonte: Adaptado de Decher, 1997

O tempo de imersdo em cada solucido é determinado através do estudo
da cinética de crescimento dos filmes, que varia dependendo das solugdes
utilizadas. As solugdes de lavagem sao utilizadas entre cada etapa para remover
0 excesso de material e evitar a contaminacio da soluciao seguinte66. Este ciclo
pode ser repetido novamente até que o numero de bicamadas desejado seja
depositado.

Existe uma variedade de materiais que podem ser depositados utilizando
a técnica LbL, incluindo polieletrdlitos, sais metalicos, ceramicas, nanoparticulas
e biomoléculas. Ainda, alternando entre os diferentes materiais e numeros de
camadas € possivel controlar parametros como espessura, permeabilidade e

58,67 A

rugosidade dos filmes interacdo entre os materiais nao ocorre

exclusivamente por forcas eletrostaticas, mas sao influenciadas também por
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interagdes fracas como interagdes hidrofdbicas, ligagdes de hidrogénio e forgas
de van der Waals®®%°.

Filmes contendo polieletrdlitos tém sido amplamente utilizados para
modificar superficies e criar biossensores, apds o0 sucesso do trabalho de Lvov

et al.”®

com a imobilizagado de varias proteinas em camadas alternadas com
polieletrdlitos. A técnica LbL é adequada para desenvolver nanoestruturas que
empregam biomoléculas, devido a versatilidade de condi¢gdes que podem ser
empregadas, como controle de pH, temperatura, forga idnica, entre outras que

permitem a preservacao da atividade biologica’"".

3.5 NANOPARTICULAS DE OURO

Nanoparticulas metélicas (NPMs) sao materiais nanoestruturados que
apresentam caracteristicas fisico-quimicas dependentes da sua composicao,
tamanho e forma’>. Ha uma diversidade de metais que podem ser sintetizados
em dimensdes nanométricas, entre eles a prata, ouro, paladio, platina, cobre,
niquel e ferro’*"®, tomando variadas formas e geometrias, tais como esféricas,
cuibicas, triangulares e cilindricas’™.

A diminuicdo de metais a dimensdes muito pequenas, entre o bulk (bulk:
volume ou massa) e atomos, modifica suas propriedades, como a diminuigao da
densidade de estados eletrdnicos e aumento da area superficial especifica, que
favorecem seu uso em diversas aplicagdbes modificando propriedades
mecanicas, dticas, elétricas, magnéticas e reativas’’.

Dentre as NPMs, as de ouro (AuNPs) sao estudadas devido as
propriedades singulares, como a sua alta estabilidade e alta absortividade molar

| 8. A primeira sintese foi registrada em 1857 com o trabalho

na regiao do visive
de Michael Faraday intitulado “The Bakerian Lecture: Experimental relations of
Gold (and other metals) to Light’”®, que descreveu a suspensao coloidal de ouro
e sua interagdo com a luz. Faraday encontrou singularidades especificas das
AuNPs quando em contato com a radiacdo luminosa®. Em 1925, Richard
Zsigmondy recebeu o prémio Nobel de Quimica por seu trabalho no campo da
quimica coloidal moderna, estudando a natureza heterogénea das solugdes
coloidais utilizando as AuNPs®'. Em 1926, Theodor Svedberg recebeu o prémio

Nobel de Quimica pelas contribuicdes notaveis sobre a fisico-quimica dos
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colodides, além de trabalhar com a sintese de AuNPs e desenvolver a
ultracentrifuga, inventada para a separagdo efetiva das nanoparticulas
(NPS)82,83.

Por conta de extensas pesquisas que evidenciaram as propriedades
extraordinarias e os métodos de fabricacdo de NPMs, como as supracitadas, o
interesse em explorar essas propriedades em aplicagdes tecnolégicas vem
crescendo e proporcionando o desenvolvimento de novos dispositivos, entre eles
os sensores € 0s biossensores. Neste contexto, as NPs potencializam a
sensibilidade e seletividade de biossensores, devido a propriedades cataliticas,
alta condutividade elétrica, resisténcia mecanica e compatibilidade com
materiais biolégicos®. Seu emprego permite ainda o desenvolvimento de
dispositivos mais simples, baratos e com menores dimensdes através do
aumento da area superficial especifica e possibilidade de ancoragem de
receptores, o que favorece o aumento de sitios disponiveis para detecg&o®.
Segundo Baron et al. (2008, apud Janegitz, 2012)%, em biossensores
eletroquimicos as NPs podem ainda se comportar como nanoeletrodos,

favorecendo o transporte de massa e diminuindo a razao sinal/ruido.

3.5.1 Propriedades das nanoparticulas

As propriedades de NPs mais significantes para o desenvolvimento de
sensores, biossensores e imunossensores sdo as propriedades eletrbnicas,
Opticas e reativas. Os materiais, quando reduzidos a escala nanomeétrica,
adquirem propriedades diferentes da sua forma convencional (dimensdes
macrométricas), como a area superficial especifica aumentada. A Figura 9(A),
ilustra de forma simples como ocorre o aumento da area superficial especifica
quando um material é reduzido a escalas menores. O cubo a esquerda tem o
mesmo volume que a soma dos cubos menores a direita, no entanto, a area total
da superficie € maior para o conjunto de cubos menores. Essa maior area
superficial especifica tipica dos nanomateriais os tornam excepcionais em
aplicagdes cataliticas, servindo como aceleradores ou redutores da taxa de uma
reacdo e multiplicadores de sitios ativos, permitindo a melhoria na seletividade,

condutividade, eficiéncia e custos de producdo de dispositivos’”®".
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Figura 9: Representagao da (A) relagao area superficial especifica e volume de cubos

com tamanhos diferentes, (B) da oscilagdo dos plasmons de superficie de

nanoparticulas esféricas em resposta a interagdo com ondas eletromagnéticas e (C)

niveis eletrébnicos presentes em atomos, moléculas, pontos quanticos e corpos

massivos sobre um substrato.
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Fonte: Adaptado de BBC News, 2014%%; Cruz, 2010% e Vitoreti et al., 2016%.

As propriedades 6pticas dos nanomateriais podem ser muito diferentes de
suas propriedades em escala macro ou micrométrica quando interagem com
ondas eletromagnéticas. Quando uma onda eletromagnética, com determinado
comprimento de onda, incide em uma NPM, ocorre oscilagdes coletivas de
elétrons livres na superficie da particula e a absor¢cao de parte da luz, como
ilustrado na Figura 9(B), o qual mostra o deslocamento da nuvem dos elétrons
de conducdo das NPs. Este fendbmeno é denominado ressonancia plasménica
de superficie (do inglés Surface Plasmon Resonance — SPR), e depende do
tamanho, forma do material e do meio. O fenébmeno ocorre devido a interagao do
campo eletromagnético da luz incidente com os elétrons livres da particula®®".
NPMs, como ouro e prata, mostram absor¢gdes bem definidas em regides
distintas do espectro visivel. A caracteristica fundamental de resposta oéptica
dessas estruturas metalicas € a alta sensibilidade a mudancas em sua
vizinhanga local, o que favorece variadas caracterizagdes que se utilizam de
mecanismos dpticos e o desenvolvimento de sensores®?.

Particulas nanocristalinas apresentam um estado de matéria na regiao de
transicao entre o material bulk e moléculas. Com a diminuicdo de um material a
escala nanométrica, a estrutura de banda diminui gradualmente, modificando a

estrutura eletronica desses materiais, de bandas a niveis eletronicos discretosgo,
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conforme a Figura 9(C). Em determinadas dimensdes, como nos macrocristais,
os elétrons podem migrar livremente ao longo da estrutura; abaixo de
determinada dimens&o, como nos atomos e NPs, o elétron fica confinado e a
energia de band-gap (Eq) aumenta. Isso pode, por exemplo, modificar o

comportamento de um material de metal para um semicondutor®,

3.5.2 Sintese de nanoparticulas de ouro por redugao quimica

Existem varios processos e métodos de produ¢cao de NPMs, porém todos
eles podem ser divididos em duas classes distintas; fop-down, ou métodos de
cima para baixo, e bottom-up, ou métodos de baixo para cima. O método top-
down reduz materiais bulk em NPs através de processos quimicos, fisicos e
mecanicos. O método bottom-up constréi NPs a partir de atomos ou moléculas
individuais®. A Figura 10 ilustra os principais métodos utilizados na sintese de
NPs.

Figura 10: Métodos top-down e bottom-up de produgao de nanoparticulas metalicas.
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Fonte: Elaborado pelo autor, com base em Castro et al., 2014%.

Dentre eles, o0 método de reducdo quimica é frequentemente utilizado

para sintetizar NPMs, onde ocorre a reducédo de cations metalicos, através de

um agente redutor, para sua forma elementar®. No que diz respeito as AuNPs,
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ha varios métodos de reducado que usam basicamente o sal de ouro na presenca
de um estabilizante.

Dentre todos os esforgcos feitos para desenvolver um método confiavel
para sintetizar AuNPs, John Turkevich foi o primeiro cientista a desenvolver uma
técnica de forma aprofundada, e amplamente divulgada no meio cientifico®. No
método, o acido cloroaurico (HAuCls) é reduzido por uma pequena quantidade
de solugao de citrato de sddio (Na3zCgHs507), resultando em nanoesferas de ouro
de 10-20 nm®’. Por volta de 1990, Brust e Schiffrin elaboraram outra metodologia
na qual a agua foi substituida por um solvente organico, dessa forma, o HAuCl,
em solucdo de brometo de tetraoctilaménio (TOAB) é reduzido utilizando o
borohidredo de sdédio (NaBH4) em solugdo de tolueno (C;Hs)*®. Os agentes
redutores Naz;CsHs07 € NaBH4 sdo os mais comumente usados.

Outras técnicas foram desenvolvidas para sintetizar AUNPs nas quais
diferentes agentes redutores séo utilizados, como folhas de Centella asiatica®®,
oleilamina'®, acido ascérbico', sulfoxilato de formaldeido (SFS) e hidrato de

|103

hidrazina'®, glicerol'®, entre outros.

3.5.3 Métodos de estabilizagcao de nanoparticulas

A estabilizagcao é essencial para a eficiéncia de uma sintese uma vez que
sem um agente estabilizante as NPMs tendem a se aglomerar. Além da
contribui¢ao das forgas de van der Waals entre as NPMs, a aglomeragéo ocorre
porque as NPs, com alta energia superficial, tendem a minimizar essa energia
para que se alcance maior estabilidade termodinamica. Esse fendmeno esta

relacionado com a Equacgao 1 da energia livre de Gibbs,

G=H-=TS Equacéao 1

onde H e T representam a entalpia e a temperatura, respectivamente, e S é a
entropia. Quando se reduz particulas a tamanhos menores ocorre um aumento
na sua area superficial para um mesmo volume, o que significa um aumento da
troca de energia das particulas com o sistema que, devido a redugédo das

particulas, possui menor entropia. Dessa forma as particulas tenderdo a se
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aglomerar para reduzir a energia livre de Gibbs do sistema. Esse fenbmeno é
conhecido como Ostwald ripening'®, onde o crescimento de NPs maiores é
favorecido espontaneamente pela dissolucdo das NPs de menor tamanho, que
se depositam na superficie das maiores. Essas aglomeragdes podem também
ocorrer exclusivamente por processo de homoagregagao.

Ha dois métodos de estabilizacdo de NPMs, a estabilizagao eletrostatica
e a estabilizagao por efeito estérico (ou polimérica). A estabilizagao eletrostatica
ocorre com o surgimento de uma dupla camada elétrica na superficie das NPMs,
devido a atragcado de ions do solvente com carga contraria as NPs, as quais
formam a camada de Stern e a camada modvel de ions ou camada difusa,
ilustrado na Figura 11(A). Quando a dupla camada formada nas NPs, se
aproximam ou se sobrepdem, ocorre uma forca de repulsdo impossibilitando a
aglomeragéo1°5. Essas interagdes s&o explicadas pela teoria de Boris Derjaguin,
Lev Landau, Evert Verwey e Theodor Overbeek (DLVO)'®. Esse método é
bastante simples e econbmico, porém ha algumas limitagcbes, como pH,
dissociagcao por influéncia de forca ibnica, o que o torna aplicavel somente a

sistemas diluidos, e impedindo seu uso a sistemas sensiveis a eletrdlitos.

Figura 11: Representacéo (A) da formacgao da dupla camada elétrica em uma superficie
de carga positiva em uma estabilizagdo eletrostatica e, (B) do mecanismo de
estabilizacao estérica.
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Plano de Stern
Superficie de cisalhamento
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Fonte: Adaptado de Hortza, 1997'%.
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Ja a estabilizagao estérica ocorre por adsorcdo quimica de polimeros,
surfactantes ou complexos orgéanicos, com cadeias longas, a superficie da NP.
Essas cadeias longas impedem as interacbes de van der Waals e,
consequentemente, a aproximacdo das NPs umas das outras'®"'%®. A Figura
11(B) esquematiza, simplificadamente, como se conforma a adsorgcdo de
polimeros em NPs.

A estabilizagcao de NPMs, especialmente as AuNPs, com grupo tiol (-SH)
€ mais eficaz quando comparada com outros grupos, como aminas (-NH) ou
nitrilos (-CN), devido a afinidade do ouro com o enxofre. Um exemplo de um tipo
de molécula muito utilizada para a estabilizagdo de AuNPs é o 11-MUA'®. Ha
trabalhos na literatura que apresentam a estabilizagdo com glutationa
(GSH)*""""° evidenciando alta estabilidade em AuNPs e eficiéncia na utilizagao
como portadores de biomoléculas devido as propriedades fisioldgicas e
antioxidantes''""''2. Dessa forma, neste trabalho utilizou-se a estabilizacdo com

GSH (AuNPs-GSH) para ancoragem do anticorpo anti-PSA.
3.6 METODOS ESPECTROSCOPICOS
3.6.1 Espectroscopia de absorgao no UV-Vis

Os espectrofotbmetros sdo, em geral, instrumentos que permitem a
medida da razao entre dois feixes de ultravioleta/visivel (UV-Vis), através de um
monocromador ou policromador, juntamente com um transdutor, capaz de

113

converter a radiagao em sinais elétricos' . A espectroscopia de absor¢céo no UV-

Vis utiliza a radiagdo para caracterizar elementos em uma variedade de

amostras, (organicas e inorganicas)'**

e ainda caracterizar a formacao de NPMs.
Nanoparticulas possuem alta absortividade molar e suas propriedades
plasmdnicas permitem identifica-las devido a absorgéo na regiao do UV-Vis.

A radiacdo UV e visivel atravessa uma amostra (armazenada numa
cubeta) contendo o material a ser mensurado, e o equipamento mede a absorgéo
ou transmissao da luz em fungdo do comprimento de onda (geralmente variado

entre 190 e 1100 nm) do espectro eletromagnético (Figura 12). Nessas faixas de

energia os elétrons sofrem transi¢cdes entre niveis eletronicos. Os elétrons T,
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elétrons o ou elétrons nao ligados (elétrons n) sofrem transicbes para niveis
eletrdnicos mais elevados do estado fundamental quando séo excitados pela
interagdo com a luz ultravioleta ou visivel; quanto maior for a energia absorvida
para a transicao (energia de gap — E4), menor € o comprimento de onda da luz

que forneceu essa energia''°.

Figura 12: Representacdo esquematica da absorgdo e transmissdao da luz sob a
amostra no UV-Vis.

Solugdo com concentragéo ¢

Luz (Iy) Luz (1)

Fonte: Elaborado pelo autor.

A quantidade de luz absorvida ou transmitida através da amostra é
expressa como absorbancia (A) ou transmitancia (T)'"®, respectivamente, onde
a transmitancia é a razao entre a intensidade da luz que atravessou a amostra e
a intensidade da luz inicial, dada pela Equacao 2, e a associag¢ao destas duas

grandezas fisicas (A e T) pode ser dada pela Equagao 3.

T=— Equacéo 2
A = —logT Equacao 3
Essa técnica possibilita analises qualitativas e quantitativas, como a

determinacdo da concentragao ou absortividade molar; e permite encontrar

bandas caracteristicas de determinado material como, por exemplo, nanoesferas
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de ouro que possuem bandas de absorcdo dos plasmons de superficie

caracteristicas na regido entre 500 e 600 nm®.

3.6.2 Espectroscopia de fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia analisa a emissao de luz de compostos
quando interagem com ondas eletromagnéticas (ultravioleta-visivel). Essa
técnica € complementar a espectroscopia no UV-Vis. Enquanto o UV-Vis mede
transicoes do estado fundamental para o estado excitado, a fluorescéncia lida
com transicdes do estado excitado para o estado fundamental''.

A fluorescéncia de um composto esta relacionada com a transi¢cao de
elétrons em estados eletrbnicos e vibracionais. As espécies que estdo sendo
analisadas possuem estados eletrénicos vibracionais de baixa energia (estado
fundamental) e estados vibracionais de maior energia (estado excitado) em que
os elétrons sdo submetidos quando absorvem energia. Dentro de cada estado
eletrbnico existem varios estados vibracionais, representados na Figura 13. As
moléculas absorvem a energia da radiagao luminosa, atingem um dos niveis
vibracionais mais altos de um estado excitado, perdem energia rapidamente,
devido a colisdes moleculares, e caem para niveis vibracionais do estado

fundamental emitindo energia em forma de fluorescéncia'"®.
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Figura 13: Transigdes eletrénicas que originam os espectros de absorgao e emissao de

fluorescéncia.
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Fonte: Adaptado de Williams, 1981'"°.

Através da espectroscopia de fluorescéncia, o comprimento de onda de

excitacao pode ser fixado enquanto o espectro de emissao € medido. Numa

medicido de excitacao de fluorescéncia, o comprimento de onda de emissao é

fixo e o0 espectro de excitacido € medido. Dessa forma é possivel encontrar o

comprimento de onda onde ocorre fluorescéncia maxima de determinado

composto.

3.6.3 Espectroscopia de reflexao-absor¢ao no Infravermelho com

modulagao da polarizagao (PM-IRRAS)

A espectroscopia PM-IRRAS utiliza a radiacdo no infravermelho para

analisar substancias em pequenas quantidades, geralmente monocamadas ou

filmes finos em superficies sodlidas ou liquidas. Essa técnica baseia-se na
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incidéncia e reflexdo de um feixe de radiacao infravermelho sobre uma superficie
contendo a amostra, onde a radiagao refletida, com mesmo angulo de incidéncia,
atinge um detector com uma fragdo da luz incidente apds interagir com as
moléculas do substrato’"”.

O campo elétrico do feixe de luz incidente é polarizado em dois
componentes ortogonais (polarizagdo-s e polarizagdo-p) antes de atingir a
amostra. Para a polarizagdo-s, o vetor de campo elétrico €& polarizado
paralelamente a superficie e perpendicular a diregdo de propagacéo, e para a
polarizacdo-p a oscilagcdo do campo elétrico esta perpendicular ao plano de

118,119

incidéncia e a diregao de propagagao , como ilustrado na Figura 14.

Figura 14: Esquema do principio da espectroscopia PM-IRRAS que ilustra as
polarizagdes s e p e o angulo de incidéncia (8;) da radiagéo infravermelho em relagéo a
superficie.

P
S
?4 y 0
X
Polarizagdo-s perpendicular (eixo y) Polarizagéo-p paralela (eixo x e z)
|

Interferéncia destrutiva Interferéncia construtiva (eixo z)

Fonte: Adaptado de Urakawa et al., 20068

Em superficies metalicas a contribuicdo das vibragdes de moléculas no
sentido horizontal (polarizagao-s) € insignificante devido a mudancga de fase de
180° para os angulos de incidéncia, resultando em interferéncia destrutiva e sem
campo elétrico proximo a superficie. Neste caso, o resultado da analise sera
referente a contribuicdo das vibragdes de moléculas no sentido vertical
(polarizacdo-p), onde a interferéncia se torna construtiva (para 6; > 80°), € 0
equipamento registra as informagbes das vibragdes moleculares
perpendiculares a superficie'’®. Dessa forma, pode-se obter espectros

caracteristicos de cada composto com alta sensibilidade, e estudar os efeitos
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das interacdes entre eles, além de ser uma técnica comparavel, em termos de
resultados, com outras espectroscopias vibracionais, como por exemplo a
espectroscopia de absorgado no infravermelho por transformada de Fourier (do

inglés Fourier Transform Infrared Spectroscopy — FTIR).
3.7 METODO MICROSCOPICO
3.7.1 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

A MET é a técnica de microscopia mais utilizada para caracterizar
nanoparticulas metalicas porque permite a observagao direta da morfologia e
estrutura em resolucédo atbmica, bem como a determinacéo da distribuicao de
tamanhos, forma, composigao, topografia e cristalografia da amostra'?'".

Basicamente, a amostra depositada com uma espessura ultrafina sobre
uma grade é irradiada com um feixe de elétrons com comprimento de onda de
cerca de 0,01 nm, produzido pelo aquecimento de um filamento de tungsténio ou
hexaboreto de Lantanio e acelerado por uma diferenca de potencial'?2.

A imagem é formada em contrastes claros e escuros devido as regides de
baixa e alta densidade, respectivamente, gerados pela mudanga na amplitude e
na fase das ondas eletromagnéticas apds a interagdo com a amostra'?®. Os
contrastes podem ser obtidos através da captura dos feixes difratados ou
transmitidos apds atingir a amostra, conforme a Figura 15(A). Se o feixe
transmitido for escolhido, a imagem é chamada de campo claro, por outro lado,
se o feixe difratado for escolhido, a imagem é dita de campo escuro'?®, como

ilustrado na Figura 15(B).



28

Figura 15: (A) Esquemas simplificados dos feixes coletados para a formacédo da
imagem no MET e (B) imagens de particulas de silica em campo claro e campo escuro.

(A) (B)
Feixe . Feixe :.;":':“ :";} 4
incidente incidente ¥e- Ts CF0
! :
N - ,
: Feixe : . Feixe
Felx_e. | difratado i Felx_e. | difratado
transmitido \ i transmitido |
! b +
I | I . Campo claro

Fonte: Elaborado pelo autor, com base em Leite et al., 2001'%.

A MET é capaz de produzir imagens com resolugdes significativas e altos
niveis de detalhes quando comparados com um microscépio Optico. Isso &

possivel devido ao menor comprimento de onda de De Broglie associado aos
elétrons, gerado a partir da sua pequena massa (=~ 9,12x10% ng) e alta

velocidade gerada pela voltagem aplicada as bobinas da MET (préxima a
velocidade da luz, na ordem de 10 m s™). Essa relagdo & inversa, conforme a

Equacéao 4 de De Broglie,

A=— Equacao 4

onde h é a constante de Plank (= 6,63%x10°>* m?kg s™), A é o comprimento de

onda associado a particula de massa m, e v € a velocidade na qual a particula

se move.
3.8 METODOS ELETROQUIMICOS
3.8.1 Voltametria Ciclica (VC)

A voltametria ciclica é utilizada para analises quantitativas e qualitativas
em estudos de propriedades eletroquimicas de um analito adsorvido num
eletrodo ou de um analito em solugcdo. Esse estudo ocorre através da

transferéncia eletrbnica gerada pela reducédo e oxidacdo de espécies
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moleculares quando submetido a uma diferenga de potencial entre eletrodos
imersos em solugdo condutora'?>.

Normalmente, os experimentos voltamétricos sdo realizados em uma
célula eletroquimica usando um eletrodo de trabalho (constituido pelo substrato
condutor em analise), um contra eletrodo (geralmente de platina) e um eletrodo
de referéncia (que pode ser um eletrodo de calomelano saturado (ECS),
prata/cloreto de prata (Ag/AgCl) ou o eletrodo padrao de hidrogénio (EPH)

125,126

imersos em uma solugao condutora (eletrdlito) , como ilustrados na Figura

16.

Figura 16: Representagdo de uma célula eletroquimica contendo o (A) contra eletrodo,
(B) o eletrodo de trabalho e (C) o de referéncia.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Um potenciostato € acoplado a célula eletroquimica e, para obter
informacdes do sistema, uma varredura de potencial linear é aplicada entre os
eletrodos a partir de um potencial inicial E até um potencial limite maior Ej,

quando a varredura é invertida e o potencial retorna ao valor inicial'®’

, COMo
mostrado na Figura 17(A). Essa variagao do potencial induz a oxidagdo de
espécies constituintes do eletrélito e gera uma corrente de elétrons que se
desloca ao eletrodo de trabalho. Quando o potencial é invertido os elétrons séo
fornecidos e as espécies eletroliticas sdo reduzidas. O resultado € gerado pelo

equipamento como um voltamograma, representado na Figura 17(B).
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Figura 17: Graficos de (A) potencial aplicado em fungdo do tempo em uma voltametria
ciclica e (B) parametros eletroquimicos obtidos a partir de um voltamograma ciclico.
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Fonte: Adaptado de Souza, 2011'%.

Os parametros mais importantes que podem ser obtidos a partir de um
voltamograma ciclico estao apresentados na Figura 17B, e s&o: corrente de pico
anddico (l,a) ou pico de oxidacao, corrente de meio pico anddico (lar2), corrente
de pico catodico (lpc) ou pico de reducédo, corrente de meio pico catodico (lper),
potencial de pico anddico (Epa), potencial de meio pico anddico (Epa2), potencial
de pico catodico (Epc), potencial de meio pico catodico (Epc2), potencial de meia
onda (E+2), e diferenga entre o potencial de pico anddico e de pico catédico
(AEp).

3.8.2 Espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE)

A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) é utilizada para
caracterizacao de processos de eletrodos e interfaces, devido a sua alta
sensibilidade em identificar mudangas em processos interfaciais, estruturais e
reacionais'®®, como por exemplo, uma ligacdo entre antigenos e anticorpos
imobilizados em um sensor, como é o caso deste trabalho.

A EIE estuda a resposta da impedancia (Z) de um sistema através da

aplicagao de uma tensao alternada (AC) com baixa amplitude e em diferentes



31

frequéncias'®"°. Os resultados dessas medidas s3o representados em termos
de impedancia real (Z’) e impedancia imaginaria (-Z”’) em um grafico denominado
diagrama de Nyquist, ilustrado na Figura 18. A interpretacdo desse diagrama
geralmente é feita pela correlagdo com um circuito elétrico equivalente, como o
circuito de Randles, que representa 0os processos quimicos que ocorrem no
sistema de forma mais simples™'. Com isso é possivel obter varias informacdes
do sistema, como a dupla camada elétrica, a condutividade de filmes, processos

de transporte e difusdo de cargas, entre outros®.

Figura 18: Representacdo do Diagrama Nyquist e o circuito elétrico equivalente de
Randles.
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A = Regiéo de altas frequéncias (MHz — KHz)
B = Regido de baixas frequéncias (Hz — mHz)

Fonte: Adaptado de Ribeiro et al.”'; Tang et al.*' e Carvalho et al.”*.

No diagrama de Nyquist (Figura 18) as regides de altas frequéncias estao
associadas com a resisténcia da solugao eletrolitica. As regides de frequéncias
intermediarias (didametro do semicirculo) representam a resisténcia a
transferéncia de carga na interface eletrodo-eletrélito enquanto que a regiao de
baixas frequéncias esta relacionada por processos de transporte de massa por

132 Os componentes do circuito de Randles, Ra, Zw, Ri € Cagc

difuséo
representam, respectivamente, a resisténcia 6hmica da solugao eletrolitica, a
impedancia de Warburg resultante da difusdo de ions de eletrdlito para a

interface do eletrodo, a resisténcia a transferéncia de carga da sonda redox e a
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31132 Esse circuito descreve

capacitdncia da dupla camada elétrica
satisfatoriamente as regides de altas frequéncias, contudo, em regides de baixas
frequéncias, mais complexas, o semicirculo deslocado (com o centro fora do eixo
X) sugere um comportamento nao ideal do capacitor puro (Cq4c), sendo necessario
substitui-lo por um elemento de fase constante (do inglés Constant Phase
Element — CPE) para modelar o comportamento do “capacitor imperfeito”
associado a dupla camada elétrica. Esse comportamento nao ideal da dupla
camada elétrica pode estar relacionado a fatores como adsorcédo lenta de ions e
heterogeneidades quimicas da superficie'?*"".

As informacgdes obtidas por EIE também podem ser analisadas com
outras relagdes entre variaveis, como o médulo de impedancia (Z) e a frequéncia
(F), ou a capacitancia (C) e a frequéncia. Essas relagdes mostram com mais
detalhes as respostas impedimétricas (Z vs F) ou capacitivas (C vs F) em
frequéncias especificas, o que permite identificar, por exemplo, se as alteracdes
na resposta eletroquimica estdo relacionadas a mudanca na dupla camada
elétrica, capacitdncia parasita ou a resisténcia 6hmica da solucio
eletrolitica™®"4.

As medidas geralmente sao realizadas através do uso de um
potenciostato e um analisador de resposta de frequéncia (do inglés Frequency
Response Analysis — FRA), utilizando uma célula eletroquimica com o mesmo
sistema de trés eletrodos descrito na secéo 3.8.1. Em sistemas como o descrito
neste trabalho, € utilizado também um potencial de circuito aberto (do inglés
Open Circuit Potential — OCP), onde a impedancia é registrada quando o sistema
encontra o potencial de equilibrio. A amplitude da tensao é variada normalmente
entre décimos de mV e as frequéncias abrangem uma faixa grande entre MHz e

mHz"®.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS
Foram utilizados o polieletrolito catiénico poli(etilenoimina) (PEI), (50%

m/V em agua, M = 600.000 -1.000.000 g mol™"), polieletrélito aniénico poli(acido

vinilsulfénico, sal de soédio) (PVS) (25% m/V em &gua) e o acido 11-
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mercaptoundecandico (11-MUA) (95% de pureza, M = 218,36 g mol™),
adquiridos da Sigma-Aldrich.

Foram também utilizados o anticorpo anti-PSA policlonal do tipo IgG,
produzido em coelhos, 100 ug em tampéao fosfato salino (PBS) pH 7,4, antigeno
prostatico especifico (PSA) de sémen humano com grau de pureza = 95%, 25
Mg em PBS pH 7,5, imunoglobulina G de soro humano com grau de pureza =
95% e a albumina do soro bovino (BSA) com grau de pureza > 98%, adquiridos
da Sigma-Aldrich.

O alcool metilico, acido acético glacial e o ferricianeto de potassio
[KsFe(CN)s] foram adquiridos da Ecibra, Qhemis e Anidrol, respectivamente,
todos de grau analitico.

A glutationa (GSH) (M = 307,32 g mol”), o cloridrato de N-(3-
dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC) (M = 191,70 g mol”), e N-
Hidroxisuccinimida (NHS) (M = 115,09 g mol™') com grau de pureza = 98%, &cido
tetracloro-ouro Il trihidrato (HAuCls.3H,0) (99,99%) e borohidreto de sdédio
(NaBH4) com grau de pureza = 98%, foram todos adquiridos da Sigma-Aldrich.

Utilizou-se agua ultrapura de um sistema de purificagado Sartorius Arium®
para o preparo de todas as solugdes.

A Figura 19 ilustra as estruturas quimicas do 11-MUA, PEI, PVS, GSH, do
PSA e do anti-PSA.

Figura 19: llustragdo das estruturas quimicas dos compostos 11-MUA, PEI, PVS e
GSH, e as conformacbes estruturais do PSA e do anti-PSA.
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Fonte: Elaborado pelo autor, com base em Stefanov, 2015'*°; Menez et al., 2008"*® e
Sigma-Aldrich, [s.d.]™".

4.2 PREPARO DE SOLUCOES
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Para o preparo do tampao fosfato salino (do inglés Phosphate Buffered
Saline — PBS) com pH 7,4 e concentragao de 0,1 mol L™, foram utilizados os sais
fosfato dipotassico (K;HPO4) 83,25 mmol L™, fosfato monossédico (NaH.PO4)
16,67 mmol L™ e cloreto de sédio (NaCl) 150 mmol L™, solubilizados em agua
ultrapura. A solucédo de PBS pH 7,4 foi utilizada para o preparo das solucdes de
PEI, PVS, NHS, EDC, PSA, anti-PSA, e ainda utilizado para a diluigao da sintese
de AuNPs e como solugdo de lavagem na fabricagdo dos filmes
nanoestruturados e na deteccao do analito.

As solucdes dos polieletrélitos PElI e PVS foram preparadas com
concentracdo de 1 mg mL™" em PBS pH 7,4. A solugdo de anticorpo anti-PSA foi
preparada com concentragdo de 50 ug mL™"' em PBS pH 7,4. Esta solugao foi
utilizada no preparo da sintese de nanoparticulas de ouro com anti-PSA descrita
na secao 4.4.

O PSA foi diluido em diferentes concentragdes (0,1; 0,5; 1,0; 4,0; 8,0; 10;
20 ng mL™") em tampdo PBS pH 7,4. Estas solugdes foram utilizadas para
analisar a resposta do biossensor a cada concentragdao na caracterizacdo de

espectroscopia de impedancia eletroquimica.
4.3 LIMPEZA DOS SUBSTRATOS

Foram utilizados substratos de quartzo para as caracterizagdes
espectroscopicas de fluorescéncia e UV-Vis. Antes da utilizagao, os substratos
foram hidrofilizados pela imersao em uma solugao basica e uma solugao acida,
durante 10 min cada, a uma temperatura de 80 °C. A solugdo basica foi
preparada com hidréoxido de aménio, perdxido de hidrogénio e agua ultrapura
(NH40OH:H202:H20) na proporgao de 1:1:5 (V/V/V), enquanto a solugao acida foi
preparada com acido cloridrico, perdoxido de hidrogénio e agua ultrapura
(HCI:H202:H20) na razéo de 1:1:6 (V/V/V). Apés a hidrofilizacdo os substratos
de quartzo foram lavados com agua ultrapura e secos com ar comprimido.

Os substratos de ouro foram utilizados para a fabricagdo do
imunossensor. Antes da funcionalizagdo, os substratos de ouro (50 mm? de area

geomeétrica) foram limpos em solugao piranha (70% de acido sulfurico (H2SO4) e
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30% de peroxido de hidrogénio (H202)) durante 5 minutos a 60° C. Em seguida,
foram lavados com agua ultrapura. Para garantir que toda impureza fosse
removida, o eletrodo foi imerso em alcool isopropilico € mantido por 15 minutos
em banho ultrassénico. Posteriormente, os substratos de ouro foram lavados

com agua ultrapura e secos com ar comprimido.

4.4 SINTESE DE NANOPARTICULAS DE OURO E IMOBILIZAGAO DO
ANTI-PSA

As nanoparticulas de ouro estabilizadas com glutationa (AuNPs-GSH)
foram preparadas com base nos procedimentos de TANG et al.*'. Para isso
utilizou-se duas etapas, que se encontram esquematizadas na Figura 20.

Etapa 1: sob agitagao, misturou-se 3 mL de metanol com 0,5 mL de acido
acético durante 5 minutos. Adicionou-se 19,7 mg de HAuClI4.3H,0O e 7,7 mg de
GSH e deixou-se agitando por mais 5 minutos. Durante esse tempo uma solugéo
de 30 mg de NaBHs; em 1,5 mL de agua ultrapura foi gotejada na solugéo
anterior, ainda em agitagao, e mantido sob agitagao por mais 2 horas. As AuNPs-
GSH foram lavadas através de centrifugacdo a 3500 rpm por 10 minutos,
ressuspensao em agua ultrapura por quatro vezes e, por fim, mantido na

geladeira por 2 a 3 dias com silica para secagem.
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Figura 20: Representagdo esquematica da sintese de AuNPs e imobilizagdo do
anticorpo anti-PSA.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O anti-PSA foi imobilizado na superficie das AuNPs por meio da ligagao
peptidica (ligagdo covalente) formada através do grupo amina do anti-PSA e o
acido carboxilico presente na GSH como descrito a seguir.

Etapa 2: adicionou-se 3,3 mg de AuNPs-GSH em 100 pL de PBS pH 7 4.
Foram adicionados a solugdo anterior 100 L de solugéo 1,0 mg mL™" de EDC e
1,0 mg mL™" de NHS em PBS pH 7,4 para acoplar grupos carboxilicos a aminas
primarias. Apés a homogeneizagdo misturou-se 50 pL de anti-PSA com
concentragdao de 50 ug mL™". A solucdo resultante foi mantida na geladeira

durante 12 horas.

4.5 CONSTRUCAO DA MONOCAMADA AUTOMONTADA DE SUPORTE
(SAM)

A superficie do eletrodo de ouro foi funcionalizada com uma monocamada
de 11-MUA conferindo hidrofilicidade e cargas negativas (COQ™) para possibilitar
a deposig¢ao e homogeneidade das camadas subsequentes pelo método LbL. O

eletrodo foi imerso em solugao 5,0 mmol L' '8 de 11-MUA em etanol durante
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16 horas. Apds esse periodo o eletrodo foi lavado com etanol, agua ultrapura e
seco com ar comprimido.

Essa funcionalizagao permitiu modificar a superficie do ouro de tal forma
que a carga superficial se torna negativa, devido ao grupo terminal carboxilico
(COO") do 11-MUA direcionado para fora da superficie, o que possibilita a
interacdo de outros materiais com a superficie da SAM, seja por ligagcao

covalente ou adsorcao eletrostatica.

4.6 CONSTRUGAO DOS FILMES NANOESTRUTURADOS

A técnica LbL foi utilizada para a constru¢ao de um filme multicamadas
pela adsorcéao fisica sequencial dos polieletrdlitos PElI e PVS, do conjugado
AuNP-anti-PSA e BSA. Os filmes nanoestruturados foram montados sobre os
eletrodos de ouro com area geométrica limitada em 50 mm? na seguinte

sequéncia, conforme ilustrado na Figura 21:

Figura 21: Sequéncia de adsorgao e lavagem dos filmes SAM, LbL, AuNP-anti-PSA e
BSA sobre o eletrodo de ouro.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

(1) Imersdo em solucéo etandlica contendo 5,0 mmol L™ de 11-MUA por
16 horas, seguida da lavagem do eletrodo com etanol e agua
deionizada para remover o excesso de material e seco em ar

comprimido.
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(2) Imersao em solugao catiénica 1,0 mg mL™" em PBS pH 7,4 de PEI por
5 minutos seguida da lavagem por imersao em solu¢ao de PBS pH
7,4, por 30 segundos, para remover o excesso do polieletrolito
fracamente adsorvido e novamente seco com ar comprimido.

(3) Imersao em solugéo anidnica 1,0 mg mL™" em PBS pH 7,4 de PVS por
5 minutos, seguida da lavagem em solugdo de PBS pH 7,4 por 30
segundos e seco com ar comprimido. A etapa (1) foi repetida
novamente para a formagao da tricamada (PEI/PVS/PEI).

(4) Incubacdo por 2 horas com AuNPs-anti-PSA (1,52 ug mL™" de anti-
PSA; 2,01 mg mL" de AuNPs), sob temperatura controlada, para
garantir a adsor¢ao completa das nanoparticulas com a ultima camada
de PEI.

(5) Incubagao com solugéao 1% de BSA por 30 minutos, sob temperatura
controlada, para evitar a adsorgdo nao especifica dos antigenos.

A arquitetura final do biossensor encontra-se esquematizada na Figura

Figura 22: Arquitetura do biossensor com os filmes nanoestruturados contendo as
camadas de 11-MUA, PEI, PVS, AuNPs-anti-PSA, BSA e PSA.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O PSA foi adsorvido em diferentes concentracbes durante as

caracterizagoes eletroquimicas, descritas na se¢ao 4.8.
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Os filmes feitos sob o substrato de quartzo para as caracterizagoes

Opticas foram feitos seguindo as etapas (2), (3) e (4).

4.7 CARACTERIZAGCAO ESPECTROSCOPICA E MICROSCOPICA

A sintese das AuNPs foi monitorada por espectroscopia no ultravioleta-
visivel (UV-Vis) através de um espectrofotdbmetro Thermo Scientific, Genesys
10uv Scanning, com resolugdo do comprimento de onda de 1 nm, da
Universidade de Federal de Sao Carlos (UFSCar), campus Sorocaba. Utilizou-
se uma cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 10 mm para a caracterizacao
das suspensdes de AuNPs-anti-PSA e uma ladmina de quartzo para a
caracterizacao dos filmes.

A caracterizacado da sintese foi realizada em duas etapas: uma apés a
formagao das AuNPs-GSH, e outra apds a ancoragem do anticorpo anti-PSA na
superficie das AuNPs, descritos na sec¢ao 4.4, para verificar as mudancas no
espectro provenientes da ancoragem do anticorpo.

A caracterizagao dos filmes depositados sobre uma lamina de quartzo foi
realizada para verificar a adsorcao dos polieletrdlitos e das nanoparticulas.

A ancoragem do anticorpo na superficie das nanoparticulas foi estudada
também por espectroscopia de fluorescéncia registrados num
espectrofluorimetro RF-5301pc, Shimadzu, da UFSCar - campus Sorocaba, com
resolucdo de 0,2 nm, comprimento de onda de excitagdo em 280 nm e com
largura de fendas de 0,5 nm em excitagdo e em emissdo. Foi utilizado uma
cubeta de quartzo com comprimento 6ptico de 10 mm para a caracterizagao da
sintese de AuNPs-anti-PSA e uma lamina de quartzo para a caracterizacido dos
filmes.

A espectroscopia de fluorescéncia foi utilizada para verificar a presenca
do anticorpo anti-PSA na solugao contendo a sintese de AuNPs e verificar se os
anticorpos estdo adsorvidos nos filmes apds a construgdo e lavagem do
imunossensor, através da fluorescéncia do triptofano presente em anticorpos.

Os experimentos de espectroscopia de reflexdo e absorcdo no
infravermelho com modulagédo da polarizagdo (PM-IRRAS) foram realizados no
instrumento KSV PMI 550, do Instituto de Fisica de Sdo Carlos — IFSC, da

Universidade de Sdo Paulo (USP), com uma resolucdo espectral de 8 cm™ e
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angulo de incidéncia de 80°. Foi empregado um substrato de vidro recoberto com
ouro sendo que os espectros foram adquiridos apds a secagem de cada camada
de material, utilizando o software IRRAS 1.0.5, durante um tempo total de 300 s.
A adsorgédo de cada camada, bem como as interagdes do anticorpo-antigeno,
foram analisadas tomando como linha de base o Au-11MUA.

A morfologia das AuNPs foi caracterizada por MET utilizando o
equipamento FEI Tecnai G2 F20 HRTEM operando em 200 KV, do Laboratério
de Caracterizagdo Estrutural (LCE), do Departamento de Engenharia de
Materiais (DEMA) da UFSCar, campus Sao Carlos.

A MET foi utilizada para analisar a forma e dimensao das AuNPs. Para
isso foi feito um histograma obtido pela contagem de cerca de 300
nanoparticulas em diferentes regides da grade, utilizando o software ImageJ

1.51t, com edicbes basicas de bandpass filter, threshold e analyze particles.
4.8 CARACTERIZACAO ELETROQUIMICA

Com a voltametria ciclica (VC) caracterizou-se a arquitetura e a
construgcdo do imunossensor e verificou-se a adsorcdo de todas as camadas
sobre o substrato de Au (11-MUA/PEI-PVS-PEI/AuNPs-anti-PSA/BSA), através
da resisténcia a passagem de corrente proveniente da sonda redox
[Fe(CN)g> ™.

A VC foi realizada num potenciostato/galvanostato Autolab, PGSTAT 204,
Metrohm, do Grupo de Pesquisa de Nanociéncia e Nanotecnologia Aplicada em
Sensoriamento (GPNNS), em 0,1 mol L™ PBS, pH 7,4, contendo 5 mmol L™ de

3-/4= Utilizou-se um sistema de trés eletrodos,

ferrocianeto de potassio [Fe(CN)g]
o eletrodo de ouro modificado como eletrodo de trabalho (50 mm? de area), um
eletrodo de referéncia de calomelano saturado (ECS) e um contra eletrodo de
platina (100 mm? de area). Os parametros utilizados para a VC foram: potencial
variando de —-0,25 V a 0,80 V, em passos de 0,00244 V e com velocidade de
varredura de 50 mV s™.

As medidas de EIE foram feitas no potenciostato com moddulo de
impedancia acoplado, no mesmo meio eletrolitico descrito acima. Os dados de
impedancia foram registrados em OCP na faixa de frequéncia de 100 kHz a 0,1

Hz, com amplitude de 10 mV. A EIE foi utilizada para a detecgao do analito PSA
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através da exposi¢cao da unidade sensorial (descrita na sec¢ao 4.6) a diferentes
concentracdes de PSA (0,1, 0,5, 1,0, 4,0, 8,0, 10 e 20 ng mL™") diluidos em PBS
pH 7,4. Cada concentracao foi incubada durante 15 minutos, lavada com PBS

pH 7,4 e seca com ar comprimido antes de cada espectro de EIE.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 CARACTERIZAGAO DAS AUNPS POR UV-VIS

O espectro de absorgdo no UV-vis das AuNPs, ilustrado na Figura 22
(linha preta), apresenta uma banda de absorbancia em 520 nm referente a
absorcdo dos plasmons de superficie do Au. O aumento de absorbancia a
medida que o comprimento de onda diminui e a banda larga sdo caracteristicas
do tamanho reduzido obtido para as AuNPs (3,5 £ 0,9 nm), conforme descrito
por Link e El-Sayed'.

Apods a ancoragem do anti-PSA uma nova banda de absorg¢ao surgiu em
260 nm, como ilustrada na Figura 23 (linha vermelha), que esta relacionada com
a absorbancia do triptofano da proteina. Este resultado mostra que o anti-PSA
se fixou a superficie das nanoparticulas de ouro, o que esta de acordo com Zhao

1. e Ngo et al."™'. A banda referente aos plasmons de superficie ndo

et a
apresentou deslocamento significativo, indicando que a presencga do anticorpo

nao alterou o tamanho das AuNPs e nem induziu a formagao de aglomerados.
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Figura 23: Espectro de absor¢gao no UV-Vis das AuNPs (linha preta) e do conjugado
de AuNPs com anti-PSA (linha vermelha).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.2 CARACTERIZACAO DO CONJUGADO AUNPS-ANTI-PSA POR
FLUORESCENCIA

A Figura 24 apresenta os espectros de emissao de fluorescéncia das
suspensdes de anti-PSA (linha azul) e de AuNPs-anti-PSA (linha verde) usando
um comprimento de onda de excitacdo de 280 nm'*%. A solugéo de PBS (linha
preta) e a suspensao das AuNPs (linha vermelha) ndo apresentaram nenhuma

emissao, como esperado.
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Figura 24: Espectros de emisséo de fluorescéncia de suspensdes de anti-PSA e
AuNPs-anti-PSA, com excitagdo em 280 nm. Os espectros do tampao PBS pH 7,4 e da
suspensao de AuNPs sio apresentados como referéncia.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Inicialmente, foi feito um espectro do PBS pH 7,4 para verificar se o
mesmo nao produz nenhuma interferéncia no sinal. A banda gerada pela
fotoluminescéncia do anticorpo indica emissdo em um comprimento de onda
maximo de 367 nm, originada pela absorg¢ao do triptofano. Como se observa, as
AuNPs nao apresentam nenhuma banda de emissao de fluorescéncia. A solugao
contendo AuNPs-anti-PSA apresenta a banda de emissao do triptofano,
comprovando a presenca do anticorpo.

Nota-se que ndo houve qualquer desvio na banda referente as AuNPs-
anti-PSA, o que indica que nao foram alteradas a polaridade e a estrutura global

143144 A intensidade da fotoluminescéncia

da proteina apdés a conjugagao
atribuida as AuNPs-anti-PSA esta justamente atenuada devido a presenca das

nanoparticulas de ouro™.

5.3 CARACTERIZAGAO DA SINTESE DE AUNPS POR MET

As micrografias das AuNPs sintetizadas estdo apresentadas na Figura
25(A) e mostram poucos aglomerados. As AuNPs exibiram didametro médio
estimado em 3,5 £ 0,9 nm, verificado através do histograma de distribuicdo de

tamanho, ilustrado na Figura 25(B), e mostram uma ampla faixa de distribuigao
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de tamanhos, com tamanhos minimos préximos a 1,5 nm e tamanhos maximos
em torno de 6,5 nm. O histograma foi obtido pela contagem de cerca de 300

nanoparticulas em diferentes regides da grade.

Figura 25: (A) Micrografia obtida por MET e (B) histograma de distribuigdo de diametro
das AuNPs.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.4 CARACTERIZAGCAO DOS FILMES NO ELETRODO DE OURO
MODIFICADO

A VC foi a primeira caracterizacdo empregada para determinar as
mudancas nas propriedades eletroquimicas na superficie do eletrodo de ouro
modificado com a arquitetura descrita na se¢cao 4.6. A Tabela 1 mostra a corrente
de pico anadico (lpa), potencial de pico anddico (Epa), potencial de pico catodico
(Epc) € a diferenga de potencial de pico anddico e catddico (AE,) extraidos dos

voltamogramas ciclicos (apresentados na Figura 26) obtidos a cada etapa de
construcao do biossensor.

Como indicado na Figura 26, a reagdo redox da sonda [Fe(CN)e]*”*” gera

uma VC reversivel para o eletrodo puro (curva (a)), com AE, de 80 mV, I,, de

380 pA e lc de -361 pA. Quando o 11-MUA foi adsorvido no eletrodo de ouro, a

corrente faradaica se extingue (curva (b)) o que pode estar relacionado com a

interface anidnica gerada pelos grupos terminais de acidos carboxilicos do 11-

146

MUA provocando repulsao eletrostatica com a sonda redox anidnica ™. Isso

pode também estar relacionado com o aumento na distancia média de
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tunelamento causada pelas longas cadeias do 11-MUA, além da diminui¢cao da

area efetiva do eletrodo'’. Apds a adsorgdo da tricamada dos polieletrolitos

(PEI-PVS-PEI) houve um aumento na resposta faradaica com uma l,, de 320 pA

e l,c de -258 pA (curva (c)), e o eletrodo passou a conduzir corrente elétrica

devido a adsorgédo de cargas catibnicas do PEI, o que pode ter gerado uma
aproximacdo dos ions [Fe(CN)e]*”*" a interface com carga positiva'*®. Apds a
incubacdo de AuNPs-anti-PSA, a lps € a l,c diminuiram para 225 pA e -198 pA,
respectivamente, (curva (d)) devido a adsorgédo eletrostatica do conjugado

AuNPs-anti-PSA (carga negativa) com o polieletrélito PEI (carga positiva). As
intensidades da lpa € lpc diminuiram para 188 pPA e -161 UA, respectivamente,

com a adsorc¢ao do BSA (curva (e)), indicando que houve ligacdo com os sitios

nao especificos do antigeno.

Figura 26: Voltamogramas ciclicos obtidos com (a) eletrodo de ouro puro, (b) eletrodo
de ouro modificado com 11-MUA, (c) Au/11-MUA/PEI-PVS-PEI (d) Au/11-MUA/PEI-
PVS-PEI/AuNPs-anti-PSA e (e) Au/11-MUA/PEI-PVS-PEI/AuNPs-anti-PSA/BSA, em
solugéo Qe [Fe(CN)6]*"* 5,0 mmol L em PBS pH 7,4, com velocidade de varredura de
50mVs.

Corrente (LLA)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 1: Valores de potencial e corrente de picos obtidos das voltametrias ciclicas da
Figura 26.

Curva (@) () (d) ()
loa (HA) 380 320 225 188
loe (MA) -361 -258 -198 -161
Epa (MV) 238 272 307 331
Epc (MV) 158 126 72 65
AE, (mV) 80 146 235 266

A adsorgdo dos filmes também é explicada pelo aumento de AE,. Isso

ocorre em virtude da corrente capacitiva gerada pela dupla camada elétrica
presente entre a interface do eletrodo e a solugdo. Quando a corrente € gerada
pela oxirreducdo das espécies eletroativas presentes na solugdo, ocorre um
acumulo de elétrons na superficie do eletrodo devido a adsor¢cao dos materiais,
0 que aumenta a carga da dupla camada e, consequentemente, provoca um

deslocamento dos Ep, € Epc € um aumento da largura dos picos.

5.4.1 Analises de Fluorescéncia e UV-Vis dos filmes

Apods a construcao os filmes foram analisados por espectroscopia UV-Vis
e fluorescéncia para verificar a adsorcdo das nanoparticulas de ouro e do
anticorpo anti-PSA. Os filmes foram depositados sob uma lamina de quartzo
(Quartzo/PEI-PVS-PEI/AuNPs-anti-PSA), descrito na segéo 4.6.

A Figura 27(A) (linha preta) ilustra o espectro do fiime PEI-PVS-
PEI/AuNPs-anti-PSA que exibe uma banda em 536 nm referente a banda de
absorcado dos plasmons de superficie das AuNPs. E importante destacar que a
banda de absorcao de ressonancia plasménica de superficie das AuNPs em
suspensdo, descrita na se¢ao 5.1 e evidente no espectro de absorbancia
represetada pela linha vermelha da Figura 27(A), teve comprimento de onda de
520 nm. Houve um deslocamento na banda de absor¢ao de 16 nm, o que pode
estar relacionado com a ligagao, aumento de tamanho, agregados ou mudanga
na natureza dielétrica em torno das AuNPs quando estes interagiram

eletrostaticamente com o PEI presente nos filmes'**1%°,
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Figura 27: (A) Espectro de absorgao no UV-Vis do filme PEI-PVS-PEI/AuNPs-anti-PSA
(linha preta) e da suspensao de AuNPs-anti-PSA (linha vermelha) como referéncia, e
(B) espectro de emisséao de fluorescéncia, com excitagao em 280 nm, do filme PEI-PVS-
PEI/AuNPs-anti-PSA (linha vermelha) e do quartzo (linha preta) como referéncia.

(A) (B)
0.6 Quartzo/PEI-PVS-PEI/AuNPs-anti-PSA .g 8000 Quartzo
05 AuNPs-anti-PSA S 7000 Quartzo/PEI-PVS-PEI/AuNPs-anti-PSA
»9 ] (6]
N _
o o 6000 367 nm
‘S 0,44 S 5000
@ o
el © 4000+
o 03 °
n o 3000
o o
< p,2- 8 2000
‘»
< 1000
0,14 2 e = Satan
T T T T T E 0 ; . , r
300 400 500 600 700 800 340 360 380 400
Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm)

Fonte: Elaborado pelo autor.

A Figura 27(B) indica a presenca do anticorpo anti-PSA adsorvido no filme
PEI-PVS-PEI/AuNPs-anti-PSA devido a banda caracteristica de emissdo do
triptofano em 367 nm, conforme descrito na sec¢ao 5.2, indicando que nao houve
nenhuma mudanca na estrutura conformacional da proteina'™’ apds a adsorcao
nos filmes. O espectro do quartzo é apresentado como referéncia, sem nenhuma

emissao.

5.4.2 Investigacdo da adsorcao dos filmes e da resposta antigeno-
anticorpo por PM-IRRAS

A adsorcao das camadas foi monitorada utilizando a técnica PM-IRRAS
através das bandas caracteristicas de grupos funcionais pertencentes a cada
material com o intuito de verificar a interacdo e comprovar a adsorgao dos
materiais na arquitetura do filme. Os espectros de PM-IRRAS do filme 11-
MUA/PEI-PVS-PEI/AuNPs-anti-PSA adsorvido em ouro, utilizando como linha de
base o 11-MUA, estao exibidos na Figura 28.
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Figura 28: Espectro de PM-IRRAS das camadas de PEI (linha preta), PEI-PVS (linha
vermelha), PEI-PVS-PEI (linha verde), PEI-PVS-PEI/AuNPs-anti-PSA (linha azul). O
espectro do 11-MUA foi utilizado como linha de base.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A adsorc¢ao do PEI (linha preta) foi confirmada pelas bandas em 1203 e
1070 cm™, atribuidos ao estiramento C-N das aminas terciarias, e 830 cm™,
referente a vibragdo de deformacéo de N-H das aminas primarias'®?'°®, Apos a
adsorgao do PVS (linha vermelha) surgem duas bandas, em 1145 e 1032 cm™,
associados as vibragdes de estiramentos assimétrico e simétrico do S=0,

192 A banda localizada em 876 cm™ pode

respectivamente, dos grupos sulfénicos
estar associada a interacdo entre os grupos —NHs* e —SO3™ "**. A diminuicdo da
intensidade e o deslocamento da banda em 1070 cm™ podem estar relacionados
com a interacao eletrostatica dos polieletrdlitos PEI e PVS. Com a adsorgao do
conjugado AuNPs-anti-PSA (linha azul) ocorre uma mudanga na regiao de 1010-
1170 cm™", onde, possivelmente, caracteristicas desse material se misturam com
outros modos de vibragdo nessa regidao, ocorrendo uma sobreposicdo de
bandas. O surgimento de uma banda sutil proxima & 1105 cm™ pode estar
relacionada a deformacdes angulares —CH,— de proteinas, enquanto a banda
em 984 cm™ esta associada a vibragdes N—H de amidas”>> "%,

A Figura 29 mostra os espectros PM-IRRAS apés a interagao do sensor

Au-11-MUA/PEI/PVS/PEIl/anti-PSA com uma série de concentracbes de PSA:
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0,1, 1,0, 8,0 e 20 ng mL™". Os espectros apresentaram bandas de vibracdo de
deformagdo angular (tesoura) CH, em 1434 cm™, de amida Il em 1565
(deformacdo C — N) e 1540 cm™ (deformagdo N — H) e de banda amida | em
1650 cm™' (estiramento C = 0)'*’. A interagao anticorpo-antigeno foi reconhecida
pelo aumento da intensidade e da area da banda amida | (1650 cm™). A area
variou de 0,0995, 0,1375, 0,1559 e 0,1889 cm™ com 0 aumento da concentracéo
de PSA, de 0,1, 1,0, 8,0 e 20 ng mL™", respectivamente, como ja foi observado

em outros trabalhos’1°"1%8,

Figura 29: Espectros de PM-IRRAS do sensor Au/11-MUA/PEI/PVS/PEI/AuNPs-anti-
PSA apods a interagao com 0,1 (quadrado preto), 1,0 (circulo vermelho), 8,0 (triangulo
azul) e 20 ng mL™" (verde diamante) de PSA.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
55 DETECQAO DO BIOMARCARDOR PSA

A espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) é amplamente
utilizada para diagnostico e deteccdo de biomarcadores™® devido a sua
eficiéncia em fornecer informacgdes detalhadas de fendmenos eletroquimicos
que ocorrem em interfaces de eletrodos a partir de interacdes moleculares'%°".
Dessa forma, a EIE foi utilizada para estudar a interacdo do anticorpo anti-PSA,
imobilizado na superficie do eletrodo de ouro, com o antigeno PSA através da

alteracado da impedancia da interface eletrodo-solucao.
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A Figura 30(A) apresenta os diagramas de Nyquist obtidos do filme 11-
MUA/PEI-PVS-PEI/AuNPs-anti-PSA/BSA apds a interagdo com diferentes
concentracdes de PSA (0,1; 0,5; 1,0; 4,0; 8,0; 10 e 20 ng mL™"). O aumento do
didmetro do semicirculo esta diretamente relacionado com o aumento da
resisténcia do eletrodo a transferéncia de carga, o que indica a ligagao especifica
do complexo antigeno—anticorpo com a resposta progressiva do biossensor
conforme se aumenta a concentracido de PSA.

Uma maneira quantitativa e eficiente de analisar os diagramas de Nyquist
€ através da interpretagcdo de circuitos elétricos equivalentes. O circuito de
Randles Rs(CPE[R«ZW)]), ilustrado na Figura 30(A), apresenta a resisténcia
associada as propriedades volumétricas da solugao eletrolitica (Rq), difusao da
sonda redox (Warburg — Z,), a resisténcia a transferéncia de carga (Ri) € um
elemento de fase constante (CPE)'®?'%*. A Tabela 2 apresenta os valores de Rq,
R, Zw, CPE obtidos aplicando o circuito de Randles ao diagrama Nyquist da
Figura 30(A).

Figura 30: (A) Diagramas de Nyquist dos espectros de impedéancia de 100 KHz a 0,1
Hz do eletrodo de ouro modificado com o filme 11-MUA/PEI-PVS-PEI/AuNPs-anti-
PSA/BSA apds interagao com diferentes concentragdes de PSA, obtidos em solugéo de
[Fe(CN)e] *™* 5,0 mmol L™ em PBS pH 7,4. (B) Relacdo entre a Ry relativa e a
concentragao de PSA ajustada com o modelo de Langmuir-Freiindlich.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 2: Valores de Rq, Ry, Zy € CPE obtidos a partir do diagrama de Nyquist da
arquitetura 11-MUA/PEI-PVS-PEI/AuNPs-anti-PSA/BSA apos a incubagédo de PSA com
concentragdes de 0,1, 0,5, 1, 4, 8, 10, 20 ng mL™".

Imunossensor Rs (Q) R (kQ) CPE N Zw
(MMho*s”*N) (MMho*s*1/2)

BSA 13 3,52 1,94 0,968 168

PSA 0,1 ng mL" 12,9 3,98 1,98 0,964 147
PSA 0,5 ng mL™ 13,2 4,60 2,05 0,959 136
PSA 1 ng mL" 12,9 5,08 2,08 0,956 117

PSA 4 ng mL" 13,5 5,46 2,10 0,955 111

PSA 8 ng mL" 12,5 5,88 2,14 0,952 118

PSA 10 ng mL" 13,0 6,24 2,15 0,950 104
PSA 20 ng mL" 12,7 6,56 2,21 0,947 150

Os valores da Ry aumentaram com a concentracdo do PSA, como o
esperado, devido ao progressivo impedimento da passagem de corrente entre
os eletrodos durante a oxirreducdo da sonda Fe(ll)/Fe(lll). A Figure 30(B)
apresenta a relacao entre a diferenga Ricpsa — Ricasa (i.€. Ric apds as incubagdes
com PSA subtraidos da Ry atribuido ao sistema 11-MUA/PEI-PVS-PEI/AuNPs-
anti-PSA/BSA antes de qualquer interacdo com o analito) em funcdo da
concentragdo de PSA. A curva foi ajustada utilizando o modelo de Langmuir-
Frelindlich (LF)'® (modelo de adsorgdo criado com base no modelo de

Langmuir'® e o modelo de Freiindlich®®

), representada na Equagao 5. A curva
(LF) apresenta um perfil de isoterma de adsorc¢ao tipico de imuno-interagdo com
um mecanismo de adsorcao especifico, na qual a quantidade de sitios
disponiveis tende a zero a medida que ocorre a ligacdo antigeno-anticorpo. A

mudanca na R foi linear em fungéo do logaritmo da concentragao de PSA.

n
_ Rsat (KCeq) Equacgédo 5

17 KC)m + 1

na qual q é a quantidade de material adsorvido no substrato, R, € a capacidade
de adsorgéo, relacionada com o numero de sitios disponiveis para ligagao, Ceq

€ a concentracdo da fase aquosa em equilibrio, K é a constante de equilibrio

para adsorgao e n é o indice de heterogeneidade. O valor de n esta relacionado

com a cooperatividade em uma ligagéo, se n = 1 a adsor¢gédo é homogénea e
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independente de outros locais de ligagao; n > 1 indica cooperatividade positiva
dos sitios de ligagcao de proteina e 0 < n < 1 indica cooperatividade negativa do
processo de Iigagéo167. Cooperatividade positiva significa que uma ligagédo em
determinado local aumenta a afinidade de outros sitios enquanto que na
cooperatividade negativa, diminui a afinidade de outros sitios de ligagcdo. Dessa
forma, a adsorcdo de PSA no imunossensor apresenta uma adsorg¢ao
heterogénea e cooperatividade negativa (n = 0,50), onde as adsor¢des de PSA
interferem na adsorgdo das moléculas vizinhas, o que pode explicar a rapida
saturacdo da curva analitica. A constante K ~0,55 ml ng”' foi similar a
encontrada em outros trabalhos’ para interagdes antigeno-anticorpo. A
saturagdo dos sitios disponiveis para ligagdo do PSA ocorre em Rg,; = 4207 Q.

Para calcular o limite de detecgéo foi utilizado o método sugerido pela
IUPAC (LD = 3Sg/S), onde Sg € o desvio padrao de 10 medidas do branco (11-
MUA/PEI-PVS-PEI/AuNPs-anti-PSA/BSA) e S é a sensibilidade obtido a partir
do coeficiente angular da curva de calibragdo (detalhe da Figura 30(B))'®®. O
sensor apresentou sensibilidade de 1136,3 + 90,3 Q mL ng” e um LD de 0,17 ng
mL™, o que seria suficiente para detectar o antigeno PSA em casos reais, ja que
o limite para indicar problemas na préstata é 4 ng mL™".

A Figura 31 apresenta a resposta do sensor ao PSA, em baixas e altas
concentracdes, através da dependéncia entre a razao do modulo de impedancia

com a frequéncia.



53

Figura 31: Espectro de impedancia relativa em funcao da frequéncia para diferentes
concentragcdes de PSA para o filme 11-MUA/PEI-PVS-PEI/AuNPs-anti-PSA/BSA
medido em solucgo de [Fe(CN)e]*™ 5,0 mmol L™ em PBS pH 7,4.

—m—BSA —@—PSA (0,1 ng mL") —A— PSA (0,5 ng mL™") —y— PSA (1,0 ng mL™)
<4—PSA (40 ngmL") —p—PSA (80ngmL") 4 PSA (10 ng mL") —@—PSA (20 ng mL™)
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Na regiao de baixas frequéncias pode-se observar o aumento progressivo
da impedancia relativa com a concentracido de PSA, o que indica a resposta
elétrica afetada pela interagao antigeno-anticorpo134. Essa resposta, em baixas
frequéncias (abaixo de 100 Hz) é devido a variagcbes na dupla camada

elétrica® 169

presente na interface entre o filme e a solugcdo, onde ocorre o
aumento da ligagcao antigeno-anticorpo conforme se aumenta as concentragoes.
Na regiao de frequéncias médias, em torno de 1000 Hz, a resposta € dominada
por mudancgas na estrutura dos filmes'”® o que fornece respostas de variagdes
na impedancia do filme. Dessa forma observa-se que nessa regidao também
ocorre 0 aumento da razdao do modulo de impedancia com o aumento da
quantidade de PSA adsorvido no anti-PSA presente nos filmes, evidenciando as

contribui¢des mais significativas em regides de média e baixas frequéncias.
5.5.1 Seletividade do imunossensor
A detecgcao de marcadores tumorais também pode ser afetada pela

presenca de outras proteinas presentes nos fluidos na qual se pretende analisar.

Imunosensores eficientes e seletivos respondem apenas a interacado especifica
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antigeno-anticorpo. Por esse motivo, a seletividade do imunossensor 11-
MUA/PEI-PVS-PEI/AuNPs-anti-PSA foi verificada através da exposicdo a
imunoglobulina G (IgG) n&o-especifica entre as exposicbes ao antigeno
especifico PSA, apresentado na Figura 32. As incubacdes foram feitas utilizando

0 MesSmo imuNnoSsSensor.

Figura 32: Resisténcia a transferéncia de carga (Ri) para o imunossensor Au/11-
MUA/PEI-PVS-PEI/AuNPs-anti-PSA/BSA (1) antes e apds a interagao com (2) 1 ng mL”
' de PSA, (3) PBS, (4) 25 ng mL™" de IgG e (5) 20 ng mL™" de PSA.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A interacao foi examinada através da alteracédo da Ry obtida por EIE, onde
o imunossensor foi exposto a 1 ng mL™ de PSA, PBS, 25 ng mL™" de IgG e 20
ng mL™" de PSA, respectivamente. Verificou-se que o imunossensor ndo teve
aumento significativo na Ry quando exposto ao PBS e a IgG, enquanto que a
interacdo com as concentragcdes de PSA causou o aumento da Ry devido a
adsorcao especifica. O resultado demonstra que o imunossensor eletroquimico
apresenta alta seletividade devido a especificidade entre antigeno-anticorpo e o

completo bloqueio de sitios nao especificos pela BSA.

5.5.2 Comparagdo com um imunossensor convencional (Au/11-
MUA/EDC-NHS/anti-PSA/BSA)
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Para analisar a otimizacdo fornecida pela técnica LbL e as AuNPs na
fabricacdo do imunossensor Au/11-MUA/PEI-PVS-PEI/AuNPs-anti-PSA/BSA, foi
fabricado um imunossensor utilizando a metodologia de imobilizagao
convencional Au/11-MUA/EDC-NHS/anti-PSA/BSA, com mesma quantidade e
concentracdo de anti-PSA (1,52 ug mL™) para efeito de comparacéo. Esses
imunossensores, chamados aqui de convencionais, utilizam apenas de SAMs
(como o 11-MUA) para a imobilizagdo de anticorpos; € um método simples e
encontrado em varios trabalhos na literatura’®'"2 A Figura 33 mostra os
resultados de deteccdo para 0,1, 0,5, 1,0, 10 e 20 ng mL™" de PSA obtidos

utilizando a EIE.

Figura 33: (A) Diagrama de Nyquist dos espectros de impedéancia de 100 KHz a 0,1 Hz

do eletrodo de ouro modificado com o filme 11-MUA/EDC-NHS/anti-PSA/BSA apos

interacdo com diferentes concentragdes de PSA, obtidos em solugdo de [Fe(CN)g] >

5,0 mmol L' em PBS pH 7,4.

—m—BSA—@—PSA (0,1ngmL") —A—PSA (0,5 ng mL") —y—PSA (1,0 ng mL™)
<—PSA (10ngmL")—p—PSA (20 ng mL")
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Observa-se uma queda no semi-circulo no diagrama Nyquist apos a
incubagdo de PSA e uma estabilizagdo a partir de 0,5 ng mL™. A partir disso, ndo
€ possivel observar nenhum aumento desse semi-circulo mesmo em
concentragdes de 20 ng mL™', ou seja, a Ry permanece a mesma, indicando que
nao ha sitios suficientes disponiveis e que o imunossensor ndo responde a

concentracdes na faixa de 0,1 — 20 ng mL™.
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Este resultado indicou que sem a estratégia de amplificagdo permitida pela
formagdo do conjugado AuNP-anti-PSA, um sinal mensuravel ndo é gerado

usando uma quantidade tdo pequena de anticorpos por um ensaio direto.

5.5.3 Comparagao do desempenho com outros imunossensores

Para avaliar melhor as vantagens do imunossensor eletroquimico
desenvolvido, os intervalos e limites de detecgao foram comparados com outros
métodos de desenvolvimento de imunossensores para detecgao do PSA (Tabela
3).

Tabela 3: Exemplos de arquiteturas e métodos de biossensores aplicados a deteccéo
de PSA.

Arquitetura do sensor Método Faixa de LD gng Ref.
deteccdo mL")
(ng mL'1)

anti- Variagao de potencial 0,5-18 0,10 [173]

PSA/AuNPs/dendrimero/AuN  (eletroquimico)
Ps modificado/PVC

HRP/Ab2/Ag/Ab1/PANI/AUNP  Cronoamperométrico 1-100 0,68 [4]
-PNT/ (eletroquimico)

PGE

MWCNTSs/IL/Chit/AuNPs- EIE (eletroquimico) até 25 0,50 [29]
PAMAM/GCE

Tb°* conjugado com Fluorescéncia (6ptico) 0,1 -50 0,40 [28]

nanoparticulas de zircbnia
dopada com complexo SA

AuNPs-anti-PSA/PSA-ACT- SPR (6ptico) 0,29 -150 0,29 [27]
PSA/anti-PSA/Au

Imunossensor do tipo Quimiluminescéncia 0,1-30 0,10 [174]
sanduiche utilizando as (6ptico)

MMPs revestidas com
anticorpo anti-PSA e
anticorpo anti-f-PSA marcado

com ALP
AuNPs-anti-PSA/PEI-PVS- EIE (eletroquimico) 0,1-20 0,17 Presente
PEI/11-MUA/Au trabalho

Siglas da tabela: Cloreto de polivinila (PVC), peroxidase de rabano (HRP), anti-PSA primario
(Ab1), anti-PSA secundario (Ab2), polianilina (PANI), nanotubo de peptideo (PNT), eletrodo de
grafite (PGE), nanotubos de carbono de paredes multiplas (MWCNTSs), liquido i6nico (IL),
quitosana (Chit), poliamidoamina (PAMAM), eletrodo de carbono vitreo (GCE), estreptavidina
(SA), complexo a 1-antiquimotripsina-antigeno (ACI-PSA), particulas magnéticas (MMPs), anti-
PSA livre (anti-f-PSA), fosfatase alcalina (ALP).

A Tabela 3 resume as faixas de concentragdes e limites de deteccao de
imunossensores desenvolvidos para a deteccdo do PSA utilizando métodos
opticos e eletroquimicos, como variagao de potencial, cronoamperometria, SPR,

EIE, fluorescéncia e quimiluminescéncia. O método utilizado nesse trabalho
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claramente apresenta grande potencial para o desenvolvimento de
imunossensores de PSA com uma faixa de deteccéao linear consideravel, baixo
limite de deteccéo e alta sensibilidade.

O imunossensor desenvolvido foi comparavel com outras matrizes que
buscaram atingir a mesma faixa de deteccdo. Apresentou resultados
semelhantes e superiores quando comparados a imunossensores do mesmo

28,173

tipo, que nédo necessitam de marcadores e, em alguns casos, apresentou

melhores resultados quando comparados a imunossensores do tipo

sanduiche*?72%174

, que tém a vantagem da amplificacdo de sinal pela
ancoragem dos anticorpos secundarios.

Em geral, sd0 necessarios cerca de 10 - 100 ug mL™ de anticorpo (ou
mais) para a fabricacdo de imunossensores'*'*"'"7 Neste trabalho utilizou-se
uma quantidade minima de anti-PSA, com concentracéo de 1,52 yg mL™", o que
significa uma quantidade 10 a 100 vezes menor de anti-PSA comparado a
valores comumente reportados na literatura™* 174177,

Essa comparagao mostra que o imunossensor desenvolvido pelo método
direto apresenta vantagens em relagdo ao método sanduiche, uma vez que é
utilizado uma quantidade muito menor de anti-PSA (o que reduz o custo de
fabricacdo) e sem a necessidade de um marcador (o que reduz o tempo de
construgédo). Essas vantagens se dao ao fato da utilizagcdo das AuNPs, que
favorecem a condutividade eletrbnica e possibilitam uma quantidade maior de
anti-PSA adsorvido em sua estrutura. Suas propriedades eletronicas e aumento

da area superficial especifica potencializam o sinal eletroquimico.



58
CONSIDERAGOES FINAIS

Fabricou-se com sucesso o imunossensor baseado em Au/11-MUA/PEI-
PVS-PEI/AuNPs-anti-PSA onde utilizou-se a tecnologia dos filmes
nanoestruturados e AuNPs. O método com GSH permitiu a sintese das AuNPs-
anti-PSA confirmadas pelas espectroscopias UV-Vis, fluorescéncia e MET. Os
filmes foram imobilizados na superficie do sensor de ouro, e seu crescimento foi
confirmado por espectroscopia PM-IRRAS e VC, através do mecanismo de
fisissorcdo, baseada em interacdes intermoleculares. A EIE permitiu detectar o
PSA através do aumento da R, proporcional ao aumento da interagdo antigeno-
anticorpo. A relacdo da Ry com a concentracdo do PSA apresentou um
comportamento descrito pelo modelo de isoterma de adsor¢édo de Langmuir-
Freundlich. Foi possivel detectar pequenas concentracdes de PSA (0,1 ng mL™)
mesmo utilizando concentracdes baixas de anti-PSA (1,52 ug mL™). O LD de
0,17 ng mL™" com faixa analitica de 0,1 — 20 ng mL™ foi obtido indicando que o
imunossensor € viavel para aplicagdes clinicas. O imunossensor também
apresentou alta seletividade através do teste negativo com a IgG.

O imunossensor convencional (Au/11-MUA/anti-PSA), desenvolvido em
paralelo e utilizando a mesma concentragcdao de anti-PSA, ndo apresentou
nenhuma resposta na Ry evidenciando o desempenho potencializado com o uso
das AuNPs. O imunossensor proposto aqui, de ensaio direto, também
apresentou resultados comparaveis e superiores aos imunossensores do tipo
sanduiche devido as propriedades das AuNPs, sendo uma alternativa de menor
custo e mais rapida no que se refere a construgdo, uma vez que necessita de
menor quantidade de anticorpo e nao precisa de etapas adicionais para incluséo

de marcadores utilizados em imunossensores do tipo sanduiche.
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