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RESUMO 
 

GRAÇA, Juliana Santos Filmes nanoestruturados para detecção do antígeno prostático 
específico. 2016. 106 f. Dissertação (Mestrado em Ciência dos Materiais) - Centro de 
Ciências e Tecnologia para a Sustentabilidade, Universidade Federal de São Carlos, Sorocaba, 
2016. 
 
 
No presente trabalho foram produzidos filmes nanoestruturados camada por camada (LbL) de 
anticorpo Anti-PSA na ausência e na presença de lipossomos de DPPG, a fim de estudar a 
detecção do antígeno prostático específico (PSA) por diferentes técnicas de caracterização. A 
solução de anticorpo Anti-PSA, livre e incorporado em lipossomo, foi caracterizada por 
espectroscopia UV-vis e Dicroísmo Circular (CD). Sendo que no primeiro caso, foram 
verificadas as principais bandas de absorção do anticorpo e uma possível agregação na 
ausência do lipossomo. As medidas de CD indicaram estruturas desordenadas do anticorpo 
livre e na presença do lipossomo o anticorpo manteve a sua estrutura secundária (Folha-β). Os 
filmes LbL de anticorpo Anti-PSA e Anti-PSA+DPPG, alternados com diferentes policátions, 
PAH (poli(alilamina hidroclorada)) ou PEI (poli(etilenoimina)) foram fabricados sobre 
quartzo e o sensor de ouro modificado com 11-MUA e caracterizados por espectroscopia UV-
vis e Ressonância Plasmônica de Superfície (SPR), no qual foi constatado a deposição dos 
materiais nos diferentes substratos e definido o PEI como melhor polieletrólito para 
imobilização do anticorpo. Através das medidas de SPR também foi simulado a espessura e o 
índice de refração das bicamadas de filmes. Os filmes casting de PEI, PVS e Anti-PSA e os 
filmes LbL destes materiais foram caracterizados por Espectroscopia de Absorção no 
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), através das bandas dos espectros no 
modo de transmissão e reflexão verificou-se a interação entre os polieletrólitos e constatou a 
deposição do anticorpo no filme. Atuando como unidade de detecção do PSA os filmes de 
(PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA+DPPG)5  e de (PEI/PVS)1/(PEI/Nati-PSA)5 foram caracterizados 
por voltametria cíclica (VC), espectroscopia de impedância eletroquímica (EIE) e por SPR, e, 
ambos sistemas foram capazes de detectar o PSA em concentrações inferiores a 4 ng.mL-1 que 
é a concentração normal para um indivíduo saudável. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Palavras-chave: Filmes camada por camada, Anticorpo Anti-PSA, Antígeno prostático 
específico (PSA), Lipossomos, Detecção eletroquímica, Detecção óptica  



 
 

ABSTRACT 
 

In the present work, Layer-by-Layer films of Anti-PSA antibody in the absence and presence 
of DPPG liposomes were produced in order to study the detection of prostate specific antigen 
(PSA) by different characterization techniques. The free Anti-PSA antibody in solution and 
incorporated into liposome was characterized by UV-vis spectroscopy and Circular Dichroism 
(CD). In the first characterization, it was verified the main absorption bands of the antibody 
and a possible aggregation in the absence of the liposome. CD measurements indicated 
disordered structures of free antibody. However, its secondary structure (β-Sheet) was 
maintained in the presence of liposomes. The film Layer- by-Layer of free Anti-PSA antibody 
and incorporated into DPPG liposomes was done alternating the antibody with different 
polycations, PAH (poly (allylamine hydrochloride)) and PEI (poly (ethyleneimine)). The 
films fabricate on quartz and gold sensors were characterized by UV-vis and SPR 
spectroscopy. These results proved the deposition of the materials on different substrates and 
the PEI was the best polyelectrolyte for immobilization of the antibody. Through the SPR 
measures it was simulated thickness and refractive index of the film bilayers. The PEI, PVS 
and Anti-PSA casting film and PEI/PVS and PEI/Anti-PSA LbL films were characterized by 
FTIR, it was observed through the bands of the spectra the interaction between the 
polyelectrolyte and found the deposition of antibody in the film. Acting as PSA detection unit, 
the (PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA+DPPG)5 and (PEI/PVS)1/(PEI/Nati-PSA)5 films were 
characterized by cyclic voltammetry (CV), electrochemical impedance spectroscopy (EIS) 
and SPR and both systems were able to detect PSA at concentrations below 4 ng.mL-1 that is 
the normal concentration for a healthy individual.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords: Layer-by-Layer films, Anti-PSA antibody, Prostate Specific Antigen (PSA), 
Liposome, Electrochemical detection, Optical detection 
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OMS                       Organização Mundial de Saúde 
Pa                                    Potencial anódico 
PAH                        Poli(alilamina hidroclorada) 
pb Potencial catódico 
PBS                  Phosphate Buffered Saline (Tampão fosfato salino) 
PEI                          Poli(etilenoimina) 
pI                       Ponto isoelétrico 



 
 

PS Plasmon de Superfície 
PSA                        Prostate Specific Antigen (Antígeno Prostático Específico) 
PVS                     Poli(vinil sulfato de sódio) 
SAM               Self-assembled monolayer (Monocamada automontada)  
SPR Surface Plasmon Resonance (Ressonância Plasmônica de Superfície) 
ӨSPR Ângulo de ressonância plasmônica de superfície 
SUV                        Small Unilamelar Vesicles (vesícula unilamelar pequena) 
Rtc Resistência a transferência de carga 
T Transmitância 
UNIFESP                                Universidade Federal de São Paulo 
UV-vis                     Ultravioleta visível 
VC Voltametria Cíclica 
Z Impedância 
Z’ Impedância real 
Z” Impedância imaginária 
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CAPITULO 1 

Este capítulo está dividido em subtópicos, em que são apresentadas informações sobre o 

câncer de próstata, o antígeno prostático específico (PSA do inglês Prostate Specific Antigen) 

que é o marcador associado a este tipo de câncer e a importância dos imunossensores como 

ferramenta auxiliar para o diagnóstico da doença. Serão apresentados também os objetivos do 

trabalho.  

 

1 INTRODUÇÃO E MOTIVAÇÃO DO TRABALHO 

Nas últimas décadas tem crescido o interesse no desenvolvimento de biossensores para 

diagnósticos dos mais variados tipos de doenças, sejam elas causadas por vírus, bactérias e até 

mesmo desenvolvidas pelo próprio organismo humano, como o câncer [1-5]. Estes dispositivos 

empregam biomoléculas específicas para realizar o reconhecimento molecular e a geração de 

sinal. No caso de alguns tipos de câncer, proteínas denominadas de marcador tumoral são 

expressas ou tem a sua concentração normal alterada no organismo, o que possibilita uso de 

anticorpos ou sequencias peptídicas específicas para reconhecer o analito. 

O câncer é a doença que mais cresceu entre a população mundial e é também uma das 

que mais matam por falta do diagnóstico precoce. O diagnóstico requer uma série de exames 

que vão desde exames de imagem com equipamentos sofisticados a exames de sangue e 

biópsia. A desvantagem destes métodos é o alto custo, que dificulta o atendimento da 

população como um todo. Neste sentido, os imunossensores poderiam ser usados em amostras 

de sangue, tecidos e fluidos corporais, como uma ferramenta auxiliar, de fácil acesso e 

manipulação, para obtenção de um diagnóstico preciso e mais rápido.  

Existem várias técnicas que podem ser empregadas no desenvolvimento de 

imunossensores, tais como: monocamada automontada (do Inglês self-assembled monolayer- 

SAM), camada por camada (do Inglês Layer-by-Layer – LbL), Langmuir-Blogdgett –LB. 
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são: a idade avançada, uma vez que a doença acomete principalmente indivíduos a partir dos 

65 anos de idade, a hereditariedade e a etnia [8,9]. 

Alguns exames são indicados para rastrear esse tipo de câncer, sendo eles, o toque retal 

e a dosagem sérica do antígeno prostático específico (PSA)[10] e, no caso de alterações, 

recomenda-se ainda a ultrassonografia pélvica e a biopsia [11]. A dosagem sérica do PSA foi 

inicialmente empregada em 1986 [10] sendo este marcador tumoral uma glicoproteína da 

família das calicreínas glandulares, também conhecida como calicreína humana 3 (KLK3). Ao 

ser produzido por células epiteliais da próstata é secretado no líquido seminal em altas 

concentrações (0,5 a 3 mg.mL-1) e no soro pode ser encontrado nas concentrações inferiores à 

4 ng.mL-1 [12]. Acima destes valores o indivíduo entra na zona de risco [10, 13, 14], pois a 

concentração do antígeno no organismo está diretamente relacionada com o aumento do 

volume da próstata. No entanto, além do câncer de próstata outras doenças, como prostatite e 

hiperplasia prostática benigna, podem alterar a concentração do PSA, e, portanto, devem ser 

considerados na interpretação dos resultados [10]. 

Atualmente o teste mais empregado na quantificação de marcadores de doença é o teste 

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent) [14, 15], contudo, este método é limitado devido a 

demora à realização do ensaio e o seu alto custo. Neste sentido, utilizar dispositivos capazes 

de medir a interação específica entre o antígeno e o anticorpo, como os imunossensores, são 

vantajosos por serem relativamente baratos, precisos, de resposta rápida, não invasivos e por 

não necessitarem de uma pessoa especializada para realizar as análises. 

Em virtude destas vantagens e da necessidade de análises em tempo real tem crescido o 

desenvolvimento de imunossensores que utilizam nanoestruturas biológicas para a detecção 

de marcadores do câncer [15-17]. Uma das vantagens dessas nanoestruturas é que a adsorção das 

biomoléculas na superfície do sensor possibilita que propriedades, como especificidade e 

seletividade possam ser empregadas a estes dispositivos [18].  
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No que tange o desenvolvimento de imunossensores para detecção de PSA, muitos 

trabalhos já foram desenvolvidos [5, 19-21]. Dentre eles, pode-se citar o trabalho de Mao et al. 

[22], em que os autores construíram um imunossensor eletroquímico para a detecção do PSA, 

modificando a superfície do eletrodo de carbono vítreo com nanocompósito de folhas de 

grafeno, azul de metileno e quitosana, seguido da imobilização de anticorpo Anti-PSA. Mao 

et al. obteveram resultados satisfatórios e o imunossensor apresentou resposta linear de 0,05 a 

5,00 ng.mL-1 de PSA e o limite de detecção foi de 13 pg.mL-1. Arya et al. [23] funcionalizaram 

microeletrodos interdigitados de ouro com cisteamina por meio de monocamadas 

automontadas (SAM do inglês self-assembled monolayer) e ligaram covalentemente o 

anticorpo monoclonal Anti-PSA, para desenvolver um imunossensor que detecta o PSA a 

partir de impedância eletroquímica. Como resultados, o imunossensor detectou concentrações 

de PSA de 1,0 pg.mL-1 a 100 ng.mL-1 com sensibilidade de 0,444 g.mL-1.  

Como exemplo de imunosensor óptico para detecção de PSA, destaca-se o trabalho de 

Choi et al. [24], no qual os autores utilizaram anticorpo policlonal Anti-PSA conjugado com 

nanopartículas de ouro para aumentar o sinal de ressonância plasmônica de superfécie (SPR 

do inglês Surface Plasmon Resonance). O sensor de ouro de SPR foi modificado com uma 

camada de proteína G a fim de ligar de forma orientada o anticorpo monoclonal Anti-PSA na 

superfície do sensor. A imunorreação que gera o sinal de SPR ocorreu com a ligação do 

antígeno PSA ao anticorpo monoclonal adsorvido na superfície do sensor, seguido da ligação 

do anticorpo policlonal Anti-PSA conjugado à nanopartícula. A variação do ângulo SPR com 

a concentração de PSA apresentou uma correlação linear de 300 fmol.L-1 a 3 nmol.L-1 com 

limite de detecção de 300 fmol.L-1.  

Tendo em vista a importância e a necessidade do diagnóstico precoce do câncer de 

próstata, o presente trabalho busca unir a especificidade e seletividade de biomoléculas, como 

os anticorpos, com a técnica camada por camada, do inglês Layer-by-Layer (LbL) para a 
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fabricação de filmes nanoestruturados de anticorpo Anti-PSA na ausência e na presença de 

lipossomos, além de suas caracterizações, visando o desenvolvimento de um imunossensor 

capaz de detectar o antígeno prostático específico (PSA). Neste trabalho, destaca-se a 

utilização da técnica LbL por ser uma técnica relativamente barata, de fácil manipulação e que 

permite o controle das condições da solução (pH, temperatura e força iônica da solução) 

durante o processo de imobilização do anticorpo Anti-PSA na superfície de um substrato 

sólido, permitindo a manuteção de água ou tampão entre as camadas e evitando a perda da 

atividade biológica. Além disso, a incorporação do anticorpo em lipossomos pode ajudar a 

preservar a sua estrutura secundária, que é essencial para o reconhecimento molecular. 

 

1.2 Objetivos 

1.2.1   Objetivo geral 

Fabricar e caracterizar filmes nanoestruturados camada por camada (LbL), compostos 

de anticorpo Anti-PSA, na presença e na ausência de lipossomos, para detecção do antígeno 

prostático específico (PSA) por métodos eletroquímicos e óptico.  

 

1.2.2   Objetivos específicos 

 Caracterizar a solução de anticorpo Anti-PSA, na presença e ausência de 

fosfolipídios, por espectroscopia UV-vis; 

 Analisar a conformação estrutural do anticorpo Anti-PSA livre em solução e 

incorporado em lipossomos de DPPG por Dicroísmo Circular; 

 Fabricar filmes nanoestruturados de anticorpo Anti-PSA livre e em lipossomos, 

alternados com diferentes policátions PEI poli(etilenoimina) ou (PAH) 

poli(alilamina hidroclorada) pela técnica LbL ; 
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 Verificar por FTIR a deposição e a interação entre os materiais no filme LbL; 

 Caracterizar o crescimento dos filmes por espectroscopia UV-vis e Ressonância 

Plasmônica de Superfície (SPR); 

 Acompanhar a deposição dos biomateriais sobre o eletrodo de CrAu e verificar a 

interação do antígeno PSA com o anticorpo Anti-PSA imobilizados na superfície 

do eletrodo por Voltametria Cíclica (VC) e Espectroscopia de Impedância 

Eletroquímica (EIS); 

 Determinar a espessura das multicamadas de filmes depositadas sobre o substrato, 

bem como verificar a interação PSA/Anti-PSA por SPR.  

 

CAPÍTULO 2 

Neste capítulo serão apresentados os aspectos teóricos e uma breve revisão da literatura 

sobre biossensor, anticorpo e antígeno, membrana e lipossomos, a técnica de fabricação de 

filmes camada por camada (do Inglês Layer-by-Layer - LbL) e as técnicas de caracterização 

de filmes nanoestruturados.  

 

2 FUNDAMENTOS TEÓRICOS 

2.1 Biossensor 

Os biossensores são dispositivos analíticos, constituídos basicamente por dois 

componentes: um elemento biorreceptor e um transdutor físico. O elemento biorreceptor é a 

biomolécula capaz de reconhecer e se ligar especificamente a um determinado analito, já o 

transdutor converte o evento de reconhecimento em um sinal analiticamente mensurável [18, 

25], como representado na Figura 2. 
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ser ligado covalentemente através da ativação da superfície do transdutor com a mistura de 

NHS-EDC (N-hydroxysuccinimide/1-ethyl-3-(3-methylaminopropyl)-carbodiimide) [32].  

 

Figura 4: Possíveis orientações do anticorpo: em (A) ligação através das regiões Fab e Fc com um sítio de 
ligação Fab disponível, (B) ligação da região Fc, (C) ligação da região Fab e (D) regiões Fab e Fc sem 

disponibilidade de sítios de ligação com o antígeno. 
 

 

Fonte 4: Figura adaptada de Trilling et. al.  [31]. 

 

Outras estratégias que podem contribuir para o bom funcionamento do imunossensor 

são: (i) a incorporação do anticorpo em lipossomos, pois estes ajudam na preservação da 

estrutura da biomolécula, e (ii) o uso de técnicas de adsorção que não comprometem a 

atividade das biomoléculas [3, 33, 34], como a técnica camada por camada LbL e LB. 

 

2.2  Filmes camada por camada ou Layer-by-Layer (LbL) 

Desenvolvido por Decher e colaboradores na década de 90, a técnica se tornou um dos 

principais métodos para a fabricação de filmes nanoestruturados. Inicialmente se baseava na 

adsorção sequencial de policátions e poliânions, atualmente tem empregado uma grande 

variedade de espécies carregadas que vão desde espécies biológicas a espécies orgânicas e 

inorgânicas [35-39].  

A fabricação das multicamadas com a técnica LbL pode ser feita manualmente e é 

relativamente simples, a qual requer apenas a utilização de béqueres contendo as soluções de 

policátion e poliânion, preferencialmente solúveis em água [40]. A deposição dos materiais 

pode ser resumida da seguinte maneira: 1) imersão do substrato na solução do poliânion, 2) 
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na sua utilização para desenvolver nanoestruturas biológicas, pois o processo de fabricação 

pode ser feito em condições brandas, com controle de pH, temperatura e força iônica, 

evitando a perda da atividade biológica de enzimas, antígenos e anticorpos, entre outros [43, 45]. 

 

2.3 Modelos de membrana biológica e lipossomos 

As membranas biológicas são constituídas por uma bicamada lipídica fina que protege o 

interior da célula e serve como uma barreira para o transporte de algumas moléculas. O 

primeiro modelo de estrutura de membrana foi proposta por Singer e Nicolson, em 1972, 

denominado "mosaico fluido".  Os principais constituintes de uma membrana biológica são: 

fosfolipídios, esfingolipídios e colesterol; tais constituintes não estão ligados covalentemente 

entre si e permitem que a membrana seja flexível [46]. Como se pode observar na Figura 6, 

algumas proteínas, glicoproteínas e glicolipídios podem se inserir de forma covalente ou por 

meio de interações intermoleculares à bicamada lipídica, garantindo a sua funcionalização [46].  

 
Figura 6: Representação do modelo da membrana celular. 

 

 
 

Fonte 6: Disponível em : <http://schoolbag.info/biology/humans/4.html>. Acessado em: 11 de Agosto de 2015. 

 



12 

A membrana celular é um sistema complexo e, por isto, é amplamente estudada em 

termos de suas propriedades fisico-químicas e funcionais. Para tais estudos são desenvolvidos 

modelos simplificados de membranas que mimetizam a membrana celular e, dentre estes, se 

encontram os lipossomos [47].  

Os lipossomos foram descobertos pela primeira vez por Alec Bangham e colaboradores, 

em 1964 [48], ao estudarem a difusão de íons através de uma membrana lipídica artificial. Tais 

estruturas são formadas a partir de agregados de fosfolipídios, que são moléculas com caráter 

anfifílico, ou seja, possuem uma região hidrofílica que pode ter cargas positivas, negativas ou 

possuir as duas cargas em diferentes localizações e, neste caso, o fosfolipídio é denominado 

zwiteriônico, e outra região hidrofóbica composta de uma cadeia de ácido graxo [49]. Quando 

estas moléculas são dispersas em solução aquosa e é fornecida energia e agitação, elas se 

organizam formando vesículas aquosas compostas de uma ou mais bicamadas lipídicas, como 

ilustrado na Figura 7. 

 

Figura 7: Representação da estrutura do fosfolipídio e do lipossomo. 
 

 
 

Fonte 7: Elaborada pelo autor. 
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Os lipossomos podem ser classificados em termos do seu tamanho e número de 

bicamadas, sendo estes parâmetros controláveis e dependentes do método de preparação, 

podendo ser: (i) vesículas multilamelares grandes (MLV, do inglês Multilamelar Large 

Vesicles), que são facilmente obtidas com a hidratação dos fosfolipídios, possuem várias 

bicamadas e podem variar entre 400 e 3500 nm, (ii) vesículas unilamelares grandes (LUV do 

inglês Large Unilamellar Vesicles), que apresentam uma única bicamada e seu diâmetro é 

superior a 100 nm e (iii) as vesículas unilamelares pequenas (SUV do inglês Small 

Unilamellar Vesicles) com diâmetro entre 20 e 50 nm [50, 51]. 

Além de estudos como modelo biomimético de membrana, os lipossomos têm sido 

utilizados em aplicações diversas, como transporte e liberação de fármacos, cosméticos, 

estabilizante de fertilizantes, entre outros [52-55]. A imobilização de lipossomos em superfícies 

sólidas também está sento empregada na liberação de fármacos [52] e para estabilização de 

biomoléculas em biossensores [56, 57]. Neste último, a estabilização ajuda a manter a atividade 

biológica e, consequentemente, melhorar a seletividade e sensibilidade dos dispositivos. 

 

2.4 Métodos espectroscópicos 

2.4.1 Espectroscopia 

A espectroscopia estuda as interações entre os diversos tipos de radiação e a matéria. O 

espectro de radiação eletromagnética abrange uma faixa de comprimentos de onda e 

frequências que vão desde ondas de rádio a raios gama [58], como ilustrado na Figura 8, e é 

muito empregado em técnicas de espectroscopia para caracterizar materiais a partir da 

interação da radiação com moléculas de interesse. Como um exemplo de aplicação, a radiação 

pode ser usada para monitorar a deposição de biomoléculas (enzimas, DNA, anticorpos, entre 

outros) em um substrato sólido [56, 59].  
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Figura 8: Representação das regiões do espectro eletromagnético. 
 

 
Fonte 8: Disponível em:< http://italpro.com.br/eletroimas-blog/entendendo-a-radiacao-eletromagnetica-parte-

%E2%80%93/>. Acesso em 07 de Agosto de 2015. 
 

Um dos fenômenos de interação da radiação com a matéria é a absorção, um processo 

pelo qual a energia da radiação eletromagnética é transferida para os átomos, íons e 

moléculas. Esta transferência faz com que as partículas sejam promovidas de um estado de 

energia mais baixo (estado fundamental) para um estado mais energético (estado excitado) 

[58]. De acordo com a teoria quântica, a absorção de radiação só ocorre quando a energia de 

um fóton incidente na amostra é equivalente à diferença de energia entre o estado 

fundamental e um dos estados excitados das espécies absorventes. Como essas diferenças são 

únicas de cada espécie, podem ser usadas para caracterizar constituintes de uma amostra, 

através das bandas de absorção que são geradas. Estas bandas são representadas em gráficos 

que relacionam a absorbância com comprimento de onda ou frequência absorvida, como 

ilustrado na Figura 9. 
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2.4.2 Espectroscopia de absorção UV-vis 

A espectroscopia de absorção UV-vis abrange comprimentos de ondas tanto da região 

do visível quanto da radiação ultravioleta (190 a 780 nm) do espectro eletromagnético [58]. O 

método de espectroscopia nesta região é amplamente utilizado para determinação quantitativa 

de moléculas orgânicas e inorgânicas em solução. Isto é possível porque quando a molécula 

absorve radiação no UV-vis ocorre uma transição eletrônica envolvendo os elétrons que 

participam da ligação entre os átomos (π e σ) e os elétrons que não participam da formação da 

ligação (n). Portanto, é necessário que a molécula contenha grupos cromóforos, grupos 

insaturados, como por exemplo C=C, responsáveis principalmente pelas transições π → π* e 

n → π* [58].  

A absorção molecular (A) obedece a Lei de Beer, em que estão envolvidos conceitos de 

transmitância (T) ou caminho óptico (b) e a concentração da substância que será analisada (c).  

Assim, quando um feixe de luz monocromático com intensidade P0 incide em uma cubeta 

com espessura b contendo a solução com concentração c, uma parte deste feixe é absorvido 

pelas moléculas presente na solução e a outra parte (P) atravessa a solução. A relação entre a 

intensidade de luz não absorvida com a intensidade absorvida (P/P0) é a transmitância T e o 

logaritmo do inverso da transmitância é a absorbância (A), como esquematizado na Figura 10. 

 
Figura 10: Representação esquemática dos componentes principais da lei de Beer. 

       
 

Fonte 10: Figura adaptada de Skoog, Holler e Nieman [58]. 

Equação (2) 
 
 
 
  
 
Equação (3) 
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De acordo com a lei de Beer (Equação 4) a absorbância (A) é proporcional à 

concentração (c) das moléculas absorventes.  

 

A= εbc                                                                                                                        Equação (4) 

 

Em que ε é a absortividade molar, b é o caminho percorrido pela radiação e c é a 

concentração da espécie absorvente. 

Portanto, é possível empregar a espectroscopia UV-vis para caracterizar não somente 

soluções, mas também verificar a adsorção de moléculas e biomoléculas em um substrato 

sólido, neste sentido, o método poder ser utilizado na caracterização de filmes 

nanoestruturados de materiais diversos. 

 

2.4.3 Espectroscopia de absorção no infravermelho com transformada de 

Fourier (FTIR) 

A espectroscopia FTIR estuda a interação da matéria com a radiação na região do 

infravermelho e é uma ferramenta muito utilizada na caracterização de materiais que 

compõem, por exemplo, filmes. A técnica permite a identificação de grupos funcionais, a 

obtenção informações sobre os mecanismos de interações entre os materiais depositados e a 

organização molecular [60].  

Quando uma amostra é exposta a uma radiação na região do infravermelho que pode ser 

absorvida, há a variação do momento de dipolo das moléculas e consequentemente surge um 

movimento de vibração ou rotação em torno das suas ligações [58]. Para as ligações 

moleculares seis modos de vibração são possíveis: estiramento simétrico, estiramento 

assimétrica, deformação angular simétrica no plano, deformação angular simétrica fora do 

plano, deformação angular assimétrica fora do plano, deformação angular assimétrica ao 

plano [58]. A Figura 11ilustra os modos vibracionais. 



18 

Figura 11: Representação dos modos vibracionais de uma molécula. Os sinais + e – indicam os movimentos 
perpendiculares ao plano da página. 

 

Fonte 11: Adaptada de Skoog, Holler e Nieman [58]. 

 
Dentre os instrumentos que são usados para espectroscopia no infravermelho, destaca-se 

o com transformada de Fourier. Neste, é empregado um processo matemático desenvolvido 

por Fourier que converte o interferograma (soma das amplitudes e frequências que chegam ao 

interferômetro) em um espectro que relaciona as intensidades com as respectivas frequências, 

facilitando a analise da amostra estudada [58]. 

A espectroscopia FTIR vem sendo usada na caracterização de filmes nanoestruturados 

para identificar os materiais constituintes do filme, bem como obter informações sobre as 

interações entre os materiais e a organização molecular [61, 62, 63, 64]. 

 

2.4.4 Dicroísmo Circular 

 O método de Dicroísmo Circular (CD do inglês Circular Dichroism) é um método de 

espectroscopia que se baseia na diferença de absorção entre a luz polarizada circularmente à 

direita (R) e a luz polarizada circularmente à esquerda (L) [65], como mostra a Equação 5.  

 

CD= AR - AL                                                                                                                 Equação (5) 

 



19 

Em que AR é a absorção da luz polarizada à direita e AL a absorção da luz polarizada à 

esquerda. 

A Figura 12 traz a representação das duas componentes circulares da luz polarizada à 

direita e à esquerda, bem como a resultante da interação entre as duas (I) e em (II) está a 

representação do sinal de CD que é gerado com a absorção da luz. 

 
Figura 12: Em (I) (A) as componentes de luz polarizada circularmente à direita (R) e à esquerda (L) com mesma 

magnitude resultando na luz polarizada no plano, em (B)  as componentes com diferentes magnitudes e a 
resultando na polarização elíptica. Em (II) sinal de CD gerado com a absorção da luz.  

 

 

Fonte 12: Disponível em: < http://qf.ff.up.pt/fa/pdf/fa-t12.pdf>. Acessado em 08 de agosto de 2015. 

 

A absorção da luz circular polarizada só ocorre em amostras que apresentam 

cromóforos com centros quirais e o sinal gerado desta absorção são bandas espectrais que 

caracterizam a estrutura de uma molécula. Devido a isto, o método de CD tem sido muito 

utilizado em estudos de estrutura de proteínas, anticorpos e peptídeos em solução [46,  66, 67] e 

em filmes nanoestruturados aplicados em biossensores [34, 56, 57]. Neste último caso, o método 

é empregado para verificar se a conformação estrutural das biomoléculas é preservada após a 

imobilização na superfície de um substrato. 

Para as proteínas, os cromóforos de interesse são as ligações peptídicas, as cadeias 

laterais aromáticas dos aminoácidos e as ligações dissulfetos, pois absorvem luz em valores 

de comprimentos de onda específicos e geram bandas específicas no espectro de CD. A 

(A) (B) 

Absorbância 

CD ( 
? ) 

(I) (II) 
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absorção correspondente às ligações peptídicas geram bandas na região UV entre 240 a 180 

nm e indicam a presença de estruturas secundárias, como mostra a Tabela 1. Já as bandas 

entre 320 a 260 nm indicam a presença de estruturas terciárias, e estão relacionadas à 

absorção da luz pelas cadeias laterais aromáticas dos aminoácidos [56]. 

 

 Tabela 1: Estruturas secundárias e os respectivos comprimentos de onda nos espectros de CD. Dados obtidos de 
Greenfield, N. [66]. 

 
 

Estrutura secundária 

 

Comprimento de onda (nm) 

α-Hélice  222 e 208 

Folha-β  218 

Folha-β antiparalela 260  

 

2.4.5 Ressonância Plasmônica de Superfície 

A técnica de Ressonância Plasmônica de Superfície, do inglês Surface Plasmon 

Resonance (SPR), se desenvolveu graças aos estudos dos plásmons de superfície realizadas 

por Wood, no século XX, e por Otto e Kretschmann, no final dos anos 60. Desde então, a 

técnica vem sendo utilizada em estudos de interfaces mediante o monitoramento do índice de 

refração e tem sido aplicada para determinar cinética de associação e dissociação, constantes 

de interações específicas, bem como, alterações conformacionais de biomoléculas [68].  

Por ser uma técnica muito sensível tem despertado grande interesse por aplicações como 

biossensores e apresenta vantagens por possibilitar análises em tempo real sem a necessidade 

de marcadores moleculares [69]. A seguir serão descritos os princípios básicos da SPR. 
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2.4.5.1 Aspectos teóricos da SPR 

De acordo com Damos et. al, o Plásmon de Superfície (PS) é uma onda eletromagnética 

que se propaga na interface entre um metal e um dielétrico [68], como por exemplo, metal/ar. A 

sua formação ocorre quando a energia da luz p-polarizada provoca uma oscilação na 

densidade de elétrons livres presentes em um filme metálico, como mostra a Figura 13. O 

filme metálico mais comum é o de ouro, mas outros metais como a prata, o cobre e o alumínio 

podem ser usados [70].  

 
Figura 13: Representação esquemática da oscilação da densidade de elétrons livres presentes em um filme 

metálico. 

 

Fonte 13: Adaptada de [71]. Disponível em: < http://web.iitd.aitada c.in/~kkshah/plasmonics.html> Acesso: 12 de 
fevereiro de 2016. 

 

A condição de ressonância do PS origina o fenômeno denominado ressonância 

plasmônica de superfície e está associada à geração de uma onda eletromagnética evanescente 

na superfície de um filme metálico, que ocorre quando esta superfície é excitada por um feixe 

de luz incidente com comprimento de onda apropriado e em um ângulo bem definido [72]. 

Para alcançar a condição de ressonância dos plásmons foram criados diferentes sistemas 

ópticos [68] e a configuração mais utilizada em instrumentos de SPR é a de Kretschmann que 

se baseia na reflexão total atenuada [72]. Nesta, a luz passa através do prisma de alto índice de 

refração e é totalmente refletida na base do prisma [73] e, ao atingir o filme metálico em um 

determinado ângulo de incidência θ, a energia radiante é transferida para os elétrons livres do 
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filme metálico e uma parte da luz é transferida para os plásmons de superfície que se 

propagam na superfície do filme, resultando em um mínimo de reflectância em um 

determinado ângulo de ressonância (θSPR) [74], como ilustrado na Figura 14. 

 

Figura 14: Em (A) Representação do sistema de prisma acoplado para análise por SPR, onde Kx é o vetor de onda 
relacionado com o ângulo de incidência e Ksp é a constante de propagação de PS, e em (B) varredura angular do 

sensor SPR mostrando o ângulo mínimo de reflexão θSPR-1e com a adsorção de uma nova camada θSPR-2. 

 

 

Fonte 14: Figura adaptada de [75]. 
 

O ângulo de ressonância é dependente das constantes dielétrica do metal, do prisma e do 

meio. Devido a esta dependência, qualquer modificação na superfície do sensor, causará 

mudanças no seu índice de refração, e consequentemente será necessária uma mudança no 

ângulo de incidência da radiação para que ocorra a condição de ressonância plasmônica de 

superfície. Portanto, é possível aplicar o fenômeno de SPR para monitorar alterações na 

superfície de um sensor.  

 

2.5  Métodos eletroquímicos 

2.5.1 Voltametria Cíclica (VC) 

 A técnica de voltametria cíclica é uma técnica eletroquímica muito utilizada para 

análises qualitativas e quantitativas de determinadas espécies estudadas. As informações são 
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obtidas com o auxílio de uma célula eletroquímica contendo eletrodos imersos em uma 

solução suporte acoplados a um equipamento denominado potenciostato, como mostra a 

Figura 15. Tais eletrodos consistem em: (i) eletrodo de trabalho, (ii) eletrodo de referência, o 

qual pode ser de calomelano saturado (ECS), prata/cloreto de prata, entre outros, e (iii) contra 

eletrodo [76, 77]. 

 

Figura 15: Representação de uma célula eletroquímica com três eletrodos, sendo (A) contra eletrodo, (B) 
eletrodo de trabalho, (C) eletrodo de referência. 

 
Fonte 15: Elaborada pelo autor. 

 
Para obter informações sobre as espécies eletroativas presentes na solução é aplicada 

uma diferença de potencial entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de referência e então, o 

sinal de resposta é a corrente que surge entre o eletrodo de trabalho e o contra eletrodo [77]. O 

potencial aplicado é varrido linearmente com o tempo no eletrodo de trabalho, como 

representado na Figura 16 (A). Neste caso, inicialmente é aplicada uma rampa de potencial 

linear, por exemplo, de -0,8V a +0,8 V, posteriormente, ocorre a inversão na direção da 

varredura iniciando em +0,8 V a -0,8 V originando um ciclo, que pode ser repetido várias 

vezes. O sinal é registrado em um gráfico denominado voltamograma, como mostrado na 

Figura 16 (B), que relaciona a corrente gerada com o potencial aplicado, sendo possível 
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é possível obter informações de processos que ocorrem no sistema, tais como: transporte de 

cargas, dupla  camada elétrica, condutividade de filmes, difusão de cargas, entre outros [68]. 

Figura 17: Representação de um circuito equivalente e a sua resposta, onde os processos em (A) ocorre em altas 
frequências e (B) em baixas frequências. 
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Fonte 17: Ilustração adaptada de [80] 

 

A técnica EIE é uma técnica eficaz para estudar as propriedades interfaciais de eletrodos 

modificados, pois fornece uma visão detalhada das características elétricas da interface 

eletrodo/solução [80, 25]. Devido a isto, tem sido amplamente empregada na caracterização de 

biossensores, principalmente para analisar a interação específica do analito com a 

biomolécula imobilizada na superfície do eletrodo como, por exemplo, a interação do 

antígeno e anticorpo. 
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CAPÍTULO 3 

Neste capítulo serão apresentadas as informações sobre os materiais e a descrição da 

metodologia utilizada na fabricação e caracterização dos filmes nanoestruturados. 

 

3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1  Materiais 

 O anticorpo Anti-PSA policlonal do tipo IgG, produzido no coelho, foi adquirido 

comercialmente da Sigma-Aldrich, 100 µg em tampão fosfato salino (phosphate buffered 

saline - PBS), 150 mmol.L-1 de NaCl, pH 7,4, com concentração de aproximadamente 1 

mg.mL-1.  

O antígeno prostático específico (Prostate Specific Antigen ou PSA) de sêmen humano 

foi adquirido da Sigma-Aldrich com grau de pureza ≥ λ5%, 25 µg em tampão fosfato salino, 

pH 7,5.  

O fosfolipídio de carga negativa dipalmitoilfosfatidil glicerol DPPG (1,2- dipalmitoyl-

sn-glicero-3-phospho-(1’-rac-glycerol) (sal de sódio) com massa molar de 744,96 g.mol-1 foi 

obtido comercialmente da Avanti Polar Lipids com grau de pureza > 99%.   

Os polieletrólitos catiônicos poli(alilaminahidroclorada) (PAH), (MW= 15.000 g.mol-1 

[60] e pKa da cadeia lateral de 8,5 – 9 [81]), o poli(etilenoimina) (PEI), (50% m/V em água, 

MW= 600.000 -1000.000 g.mol-1 e pKa de 8,2 - 9,9) [82], o polieletrólito aniônico poli(vinil 

sulfato de sódio) (PVS) (25% m/V em água) e a ácido 11-mercaptoundecanóico (11-MUA) 

(95% de pureza, MW= 218,36 g mol-1), todos adquiridos da Sigma-Aldrich.  

Proteína do soro bovino, (do inglês bovine serum albumin- BSA) obtida da Sigma-

Aldrich com grau de pureza > 98%. 

A Figura 18 ilustra as estruturas químicas do fosfolipídio DPPG, dos policátions PAH e 

PEI, do poliânion PVS e a estrutura do antígeno PSA.  
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3.5  Solução do PSA 

O antígeno de PSA foi preparado em diferentes concentrações (0,25 a 25 ng.mL-1) em tampão 

PBS, pH 7,4. A solução de PSA foi utilizada na caracterização eletroquímica, espectroscopia 

de impedância eletroquímica e ressonância plasmônica de superfície para verificar a interação 

antígeno-anticorpo. 

 

3.6  Limpeza dos substratos 

3.6.1 Substrato de quartzo 

Os substratos de quartzo, utilizados nas caracterizações espectroscópicas dos filmes 

LbL, foram previamente limpos com acetona (QHEMIS), lavados em água ultrapura e 

submetidos a um tratamento de hidrofilização [34], no qual foram imersos em uma solução 

básica composta por NH4OH:H2O2:H2O, seguindo a razão 1:1:5 (V/V/V), por 10 min à 80ºC, 

lavados em água ultrapura, imersos em uma solução ácida composta por HCl:H2O2:H2O, na 

razão 1:1:6 (V/V/V) por 10 min à 80º C, e lavados novamente com água ultrapura. 

 

3.6.2 Substrato de CrAu 

3.6.2.1 Caracterizações eletroquímicas 

Para as caracterizações por voltametria cíclica e espectroscopia de impedância 

eletroquímica foram utilizados os substratos de vidro recoberto com cromo e ouro (CrAu). Os 

substratos CrAu foram preparados no Grupo de Polímeros do IFSC-USP, pela profa. Dra. 

Debora Terezia Balogh por meio da técnica de Sputtering. Antes de sua utilização, os 

substratos foram imersos em álcool isopropílico (QHEMIS), sob agitação ultrassônica (25 

kHz) por 30 min, lavados com água ultrapura, submetidos à 4 ciclos de VC entre os potenciais 

de -0,7 a 0,7 V vs. ECS com v=50 mV s-1 em solução de H2SO4 10 mmol L-1 e, novamente 

lavados com água ultrapura. 
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3.6.2.2 Caracterizações por SPR 

O sensor de SPR foi obtido de BioNavis, constituído por um vidro recoberto com um 

filme fino de Au. A superfície do ouro foi hidrofilizada de acordo com a metodologia de 

Miyazaki, et al. (2016) [57], usando uma solução básica composta por NH4OH:H2O2:H2O, 

seguindo a razão 1:1:5 (V/V/V), por aproximadamente 15 min à 80ºC, e posteriormente lavado 

em água ultrapura. 

 

3.6.2.3 Funcionalização da superfície do ouro com 11-MUA 

A superfície do ouro foi funcionalizada com uma monocamada automontadas (SAM) de 

ácido 11-mercaptoundecanóico (11-MUA) a fim de se obter uma melhor deposição dos filmes 

nanoestruturados sobre o eletrodo CrAu e o sensor de SPR. Para isto, o eletrodo e o sensor 

previamente limpos foram imersos em uma solução de 11-MUA, com concentração 20 

mmol.L-1 em etanol por aproximadamente 16 h, seguido da lavagem com etanol e água 

ultrapura. O esquema do processo de funcionalização está representado na Figura 20. 

 

Figura 20: Ilustração do processo de funcionalização do eletrodo CrAu com 11-MUA. 

 

 
Fonte 19: Elaborado pelo autor. 
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3.7 Caracterização por Dicroísmo Circular 

A técnica de espectroscopia de dicroísmo circular (CD) foi utilizada para analisar a 

estrutura do anticorpo Anti-PSA livre em PBS, pH 7,4 incorporado em lipossomos de DPPG e 

imobilizado como filmes nanoestruturados.  

As análises de CD foram realizadas utilizando uma célula de quartzo de 1 mm de 

percurso óptico em um Espectrômetro de Dicroismo Circular J-815 (Jasco Inc., Tokyo, 

Japão), com largura de banda de 1 nm, tempo de resposta 0,5 s e velocidade de digitalização 

de 100 nm.min-1, no Instituto de Química IQ-UNESP Araraquara. Os espectros de CD foram 

obtidos através da média de oito verificações. 

 

3.8 Cinética de crescimento do filme nanoestruturados. 

O tempo máximo de adsorção dos lipossomos de DPPG contendo o anticorpo Anti-PSA 

incorporado foi determinado pela adsorção de uma única camada de Anti-PSA+DPPG 

alternado com PAH em função do tempo de imersão do substrato na solução de Anti-

PSA+DPPG, como ilustra a Figura 21, que pode ser monitorado pelos espectros de 

absorbância do filme. Antes de iniciar a deposição, construiu-se sobre o substrato de quartzo 

um colchão, composto por duas bicamadas de polieletrólitos PAH e PVS alternados entre si. 

A adsorção das duas bicamadas de colchão se dá por meio de interação eletrostática entre as 

cargas positivas (NH3
+) do PAH e negativas (SO4

-) do PVS, sendo este procedimento 

realizado para minimizar os efeitos do substrato sobre as camadas adsorvidas [83].  Assim 

sendo, mergulhou-se o substrato na solução de PAH por 3 min, depois o mesmo foi imerso na 

solução de lavagem (PBS, pH 7,4) por 30 s e depois secado com gás nitrogênio. Em seguida o 

substrato foi imerso na solução de PVS por 3 min e depois imerso novamente na solução de 

lavagem por 30 s e secado. 
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Figura 21: Representação esquemática da deposição de uma única camada de lipossomo com anticorpo Anti-
PSA sobre o colchão (PAH/PVS). 
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Fonte 20: Elaborado pelo autor. 

 

3.9 Fabricação dos filmes nanoestruturados 

O Anti-PSA, livre e incorporado em lipossomos de DPPG, foi imobilizado através da 

técnica LbL com diferentes policátions (PAH ou PEI), a fim de se verificar a melhor 

deposição do anticorpo no substrato sólido. A Figura 22 ilustra as etapas de fabricação do 

filme nanoestruturado: para minimizar os efeitos do substrato, depositou-se uma bicamada de 

colchão, alternando o policátion PAH ou PEI com o poliânion PVS (ilustrado em A). Para 

isto, o substrato foi imerso na solução de policátion por 3 min, depois foi lavado por 30 s 

PBS, pH 7,4, em seguida foi imerso na solução de poliânion por mais 3 min e lavado por 30 

segundos. Em (B), após a deposição do colchão mergulhou-se o substrato na solução de 

policátion PAH ou PEI por 3 min, em seguida lavou-o por 30 s em PBS, pH 7,4 depois o 

substrato foi imerso na solução de anticorpo Anti-PSA livre ou incorporado em lipossomos 

por 10 min quando alternado com PEI, e por 3 min, quando alternado com PAH, e novamente 

imerso na solução de lavagem por 30 s. O tempo de 3 min de imersão do substrato na solução 

contendo anticorpo Anti-PSA em lipossomos foi determinada através da cinética de 

crescimento descrita no item 3.8. Já o tempo de 10 min foi baseado nos trabalhos do Grupo de 

Pesquisa Nanociência e Nanotecnologia Aplicada em Sensoriamento (GPNNS) [34, 52, 56, 57]. 

A cada camada depositada, o filme foi secado com gás nitrogênio e foram realizadas 

medidas no espectrofotômetro UV-vis e no SPR para verificar a deposição dos materiais. 
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Figura 22: Representação esquemática do processo de fabricação dos filmes LbL. Em (A) deposição do colchão 
e em (B) deposição do anticorpo. 

 

 
 

Fonte 21: Elaborado pelo autor. 
 

3.10  Caracterização por FTIR 

A técnica de FTIR foi usada para estudar o crescimento dos filmes LbL de PEI/PVS e 

PEI/Anti-PSA. Inicialmente os materiais foram estudados separadamente em filmes casting 

sobre o substrato de seleneto de zinco (ZnSe). Para cada material estudado na forma de filme 

casting, espalhou-se 100 µL da solução sobre o substrato de seleneto de zinco (ZnSe) e a 

solução foi evaporada à temperatura ambiente 25ºC. Os filmes LbL foram depositados sobre 

ZnSe como descrito no 3.9. Após a deposição dos filmes, as medidas de transmitância e 

reflexão foram realizadas no Grupo de Polímeros Bernhard Gross, do Instituto de Física da 

USP-São Carlos, em um equipamento Thermo Nicolet, modelo Nexus 470. 

 

3.11  Caracterização por Voltametria Cíclica 

 A detecção do antígeno de PSA pelos filmes nanoestruturados contendo o anticorpo 

Anti-PSA em lipossomos foi caracterizada por voltametria cíclica (VC) através de um 

potenciostato Autolab modelo PGSTAT 30 acoplado a uma célula eletroquímica de 15 mL 
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contendo três eletrodos. Como eletrodo de referência (ER) utilizou-se calomelano saturado 

(ECS) Hg/Hg2Cl2/KCl(sat.), como contra eletrodo (CE), uma lâmina de platina com área de 1 

cm2 e, como eletrodo de trabalho (ET), os filmes nanoestruturados depositados sobre o 

eletrodo de CrAu modificado com 11-MUA, com área de 0,42 cm2. As medidas foram 

conduzidas em tampão PBS, pH 7,4, na ausência e presença de antígeno PSA. Para isto, 35ȝL 

da solução de PSA foi espalhada sobre o eletrodo CrAu modificado com 11-MUA, contendo 

o filme nanoestruturado (PEI/Anti-PSA+DPPG)5 contendo cinco bicamadas. O antígeno foi 

incubado por 10 min, lavado com tampão PBS e submetido a 3 ciclos entre -0,2 e 0,6 V vs. 

ECS a 10 mV s-1. 

 

3.12 Caracterização por Espectroscopia de Impedância Eletroquímica  

A espectroscopia de impedância eletroquímica foi utilizada para estudar a interação do 

antígeno PSA com o anticorpo Anti-PSA livre e incorporado em lipossomos de DPPG 

presentes nos filmes LbL.  

As medidas foram realizadas no Grupo de Polímeros do IFSC-USP, em colaboração 

com o Pós-doutorando Flavio Makoto Shimizu. Foi utilizado um potenciostato AUTOLAB 

PGSTAT302N acoplado a uma célula eletroquímica contendo três eletrodos, igual a que foi 

descrita no item 3.10. Primeiramente realizaram-se medidas dos eletrodos contendo os filmes 

(PEI/Anti-PSA)5 e (PEI/Anti-PSA+DPPG)5 ausentes de antígeno e, posteriormente, incubado 

com diferentes concentrações de antígeno PSA. Todas as medidas foram realizadas na 

presença de uma solução de ferricianeto de potássio, K3[Fe(CN)6] (10 mmol.L-1) solubilizado 

em solução de KCl (0,5 mmol.L-1) e diluído em tampão PBS, pH 7,4, na proporção 1:1 (V/V). 

Foi empregada uma variação na frequência de 0,1 Hz a 100 kHz, com amplitude de 10 mV e 

sob um potencial de circuito aberto (OCP). 

 



35 

3.13 Caracterização por Ressonância Plasmônica de Superfície  

A técnica de ressonância plasmônica de superfície foi utilizada com o intuito de 

verificar, através da variação do ângulo de SPR (θSPR), a deposição de multicamadas de filmes 

LbL (PEI/Anti-PSA e PEI/Anti-PSA+DPPG) sobre o sensor de SPR.  A partir das curvas de 

SPR, simulou-se a espessura das bicamadas usando o software WinSpall. Além disso, 

verificou-se também a interação do antígeno PSA com o anticorpo Anti-PSA presente nos 

filmes através do sensograma que relaciona a variação do ângulo SPR com o tempo.  

As medidas foram realizadas à 20ºC no equipamento SPR Navi TM 200, da BioNavis, 

utilizando os dois lasers de 670 e 785 nm para excitação e dois meios (Ar e PBS) variando a 

varredura angular de 40° − 78°. 

Os filmes de PEI/Anti-PSA ou PEI/Anti-PSA+DPPG foram depositados sobre o sensor 

de SPR modificado com 11-MUA, como descrito no item 3.9, e a cada bicamada depositada 

realizaram-se medidas na inteface filme/Ar e filme/PBS(pH 7,4) empregando como fonte de 

radiação dois lasers. 

O estudo da interação do antígeno PSA com o anticorpo Anti-PSA imobilizado nos 

filmes foi investigado por meio da variação do ângulo de SPR com o tempo. Para isto, foi 

utilizado o laser de comprimento de onda 670 nm e as seguintes etapas foram realizadas: (i) 

após a imobilização das bicamadas de filmes, foram desativados os sítios ativos não 

específicos injetando na célula de fluxo BSA na concentração 0,005 mg.mL-1, usando um 

fluxo de 10 µL.min-1; (ii) realizou-se a lavagem usando um fluxo de 10 µL.min-1 de tampão 

PBS, pH 7,4 a fim de remover o excesso de BSA não adsorvido; (iii) injetou-se na célula de 

fluxo 250 µL de PSA nas concentrações 1 ng.mL-1 e 3 ng.mL-1.  
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Pode-se observar uma banda intensa em 197 nm que corresponde à presença de ligações 

peptídicas [84, 85], além de outras duas bandas: uma em comprimento de onda de 280 nm, 

relacionada à presença do resíduo de aminoácido triptofano [67] e outra em 313 nm, que pode 

estar associada à agregação do anticorpo em solução [86]. 

Alguns trabalhos do grupo GPNNS [34, 56, 57] e outros que estão publicados na literatura 

[3, 87, 88] têm mostrado que os lipossomos ajudam a preservar a conformação estrutural de 

biomoléculas e melhoram a sua estabilidade. Diante disto, optou-se também por estudar a 

solução e os filmes LbL do anticorpo Anti-PSA incorporado em lipossomos de DPPG. Na 

Figura 24 são apresentados os espectros da solução de lipossomos de DPPG puro, na 

concentração 10 mmol.L-1, e com o anticorpo Anti-PSA, na concentração de 10 ȝg mL-1, 

incorporado aos mesmos. O espectro da solução do anticorpo Anti-PSA incorporado aos 

lipossomos não apresentou as bandas observadas no espectro da solução do anticorpo livre 

(Figura 23), o que pode estar relacionada à baixa concentração do anticorpo na solução (10 

µg.mL-1) e o espalhamento de luz causado pelo lipossomo. 

 

Figura 24: Espectros de UV-vis da solução de lipossomos de DPPG puro e com Anti-PSA incorporado.  
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Fonte 23: Elaborado pelo autor. 
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4.2 Caracterização da solução de anticorpo Anti-PSA livre e incorporado em 

lipossomos por Dicroísmo Circular 

Biomoléculas como os anticorpos, podem sofrer agregação devido as influências do 

meio, (tempo de estocagem, temperatura e composição do tampão) ou devido ao próprio 

processo de obtenção, e agregação pode ser monitorada através de mudanças em suas 

estruturas secundárias [86]. Assim sendo, neste trabalho foram realizadas medidas de CD na 

solução e nos filmes nanoestruturados de anticorpo Anti-PSA livre e incorporado em 

lipossomos de DPPG, a fim de monitorar a estrutura e/ou agregação. 

O anticorpo utilizado neste trabalho é uma imunoglobulina do tipo IgG e seus diferentes 

domínios formam estruturas globulares compactas com estruturas secundárias compostas 

predominantes por folhas-β antiparalelas, voltas aleatórias e estruturas folha-β (50 - 60%), 

porém há também uma pequena porcentagem de ɑ-hélices (2-7%) e voltas-β [86].  

A Figura 25 apresenta os espectros de CD para o anticorpo Anti-PSA livre em PBS, pH 

7,4, e incorporado em lipossomos de DPPG. O espectro de CD do anticorpo Anti-PSA livre 

apresentou um mínimo em 207 nm, característico de estruturas desordenadas, possivelmente 

relacionadas à formação de agregados. Quando o anticorpo é incorporado nos lipossomos de 

DPPG observa-se um mínimo em 215 nm, comprimento de onda próximo ao característico de 

estruturas tipo folhas-β, cujo mínimo no espectro de CD ocorre em 218 nm [66, 86]. O 

deslocamento de 3 nm pode ser atribuído à contribuição das demais estruturas presentes no 

anticorpo e/ou presença de anticorpos não incorporados ao lipossomos. É interessante 

ressaltar que ambas as medidas foram realizadas com a mesma concentração de anticorpo (10 

ȝg.mL-1), e, no entanto, verificou-se mudanças bastante significativas nas ―intensidades‖ dos 

espectros, o que pode ser mais um indicativo de que os lipossomos estejam favorecendo a 

desagregação do anticorpo, levando à um aumento da estabilidade e manutenção da estrutura 

do Anti-PSA. 
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A técnica de CD também foi usada para analisar a estrutura do anticorpo nos filmes 

nanoestruturados (PAH/Anti-PSA)20 e (PAH/Anti-PSA+DPPG)20 contendo vinte bicamadas, 

no entanto, não foi possível obter os espectros de CD, possivelmente devido à baixa 

concentração de anticorpo adsorvida na superfície do quartzo. 

  

Figura 25: Espectro de CD da solução de anticorpo Anti-PSA livre em PBS, pH 7,4, e incorporado em 
lipossomo de DPPG.  
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Fonte 24: Elaborado pelo autor. 

 

4.3 Cinética de crescimento do filme composto de PAH/Anti-PSA+DPPG 

A cinética de crescimento de filmes nanoestruturados é realizada a fim de se determinar 

o tempo de imersão que garanta a máxima adsorção do material disperso em solução na 

superfície de um substrato. Desta maneira, estudou-se a cinética de crescimento para a 

adsorção do anticorpo Anti-PSA incorporado aos lipossomos de DPPG alternado com o 

policátion PAH sobre um substrato de quartzo. A cinética foi monitorada por espectroscopia 

UV-vis, no comprimento de onda de 280 nm, característico do anticorpo Anti-PSA devido à 

presença do resíduo de aminoácido triptofano. 

Na Figura 26 (A) são apresentados os espectros de UV-vis do filme PAH/Anti-

PSA+DPPG em diferentes tempos de imersão do substrato na solução de Anti-PSA+DPPG e 
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na Figura 26 (B), o resultado da cinética de deposição do Anti-PSA+DPPG juntamente com o 

policátion PAH, no qual foi monitorada a absorbância em 280 nm com a variação do tempo 

de imersão do substrato.  

 

Figura 26: (A) Espectros de Uv-vis para diferentes tempos de imersão do substrato de quartzo com PAH na 
solução contendo Anti-PSA+DPPG e (B) é a cinética de crescimento que relaciona absorbância em 280 nm em 

função do tempo de adsorção do Anti-PSA+DPPG. 
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Fonte 25: Elaborado pelo autor. 

 

Através da cinética de crescimento verificou-se que é necessário aproximadamente 180 

s de imersão do substrato de quartzo na solução de Anti-PSA incorporado em lipossomos para 

se obter uma camada completa de Anti-PSA+DPPG, visto que a partir deste valor não há 

variação de absorbância. O resultado está em concordância com os obtidos por Aoki et. al [89] 

para adsorção dos lipossomos de DPPG puro com o policátion PAH. 

 

4.4 Crescimento dos filmes nanoestruturados de Anti-PSA e Anti-PSA+DPPG 

com PAH e PEI 

A deposição do Anti-PSA livre e incorporado aos lipossomos de DPPG foi investigada 

com diferentes policátions (PAH ou PEI), a fim de se verificar a melhor deposição do 

anticorpo sobre o substrato de quartzo. Foram utilizados diferentes tempos de imersão do 
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substrato nas soluções de policátions, Anti-PSA livre e Anti-PSA+DPPG, como descrito no 

item 3.9. 

O ponto isoelétrico (pI) do anticorpo Anti-PSA está entre 5,5 a 6,9 [90], portanto, ao ser 

diluído em tampão PBS, cujo pH se encontra acima do ponto isoelétrico do anticorpo (pHPBS 

7,4), o Anti-PSA fica carregado negativamente, possibilitando a sua adsorção com 

policátions, como PAH e PEI. No caso do anticorpo incorporado em lipossomo, o 

crescimento do filme é favorecido pelas interações entre os grupos fosfato (PO4
3-) dos 

lipossomos com os grupos NH3
+ dos policátions [89]. Contudo, a formação dos filmes 

nanoestruturados não se restringe apenas às interações eletrostáticas, pois, no caso de 

biomoléculas, como anticorpos, ligações de hidrogênio e interações hidrofóbicas podem 

ocorrer e reger o crescimento do filme [40, 81].  

O tempo máximo de adsorção do lipossomo de DPPG alternado com PEI para a 

fabricação de filmes LbL é de 10 min. Este tempo foi determinado a partir de uma cinética de 

crescimento e vem sendo usado com sucesso em vários trabalhos do grupo GPNNS [34, 52, 56, 

57]. Portanto, adotou-se este tempo para a construção dos filmes PEI/Anti-PSA+DPPG, mas 

para construção dos filmes PAH/Anti-PSA+DPPG o tempo máximo de imersão do substrato 

na solução de Anti-PSA+DPPG, quando alternado com policátion PAH, foi de 3 minutos, 

como determinado pela cinética de crescimento, item 4.3. 

A Figura 27 (A) apresenta os espectros de UV-vis do filme (PAH/Anti-PSA)10 contendo 

10 bicamadas depositadas sobre o substrato de quartzo e na Figura 27 (B) a absorbância em 

280 nm em função do número de bicamadas adsorvidas. Nos espectros da Figura 27 (A), 

verifica-se a ausência da banda próxima a 280 nm (o que também é observado para as demais 

arquiteturas de filmes estudadas) e pode estar relacionado à baixa concentração do anticorpo. 

Tomando a absorbância em função do número de bicamadas, Figura (B), é possível verificar 

que o filme (PAH/Anti-PSA)10 não apresenta um bom crescimento, uma vez que a adsorção 
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da biomolécula ocorre de maneira irregular. Além disso, observa-se que, a partir da sétima 

bicamada, ocorre um decréscimo nos valores de absorbância, o que pode indicar um possível 

desprendimento e saturação do filme. 

 

Figura 27: (A) Espectros de UV-vis do filme LbL de PAH/Anti-PSA com diferentes números de bicamadas  e 
(B) absorbância em 280 nm em função do número de bicamadas depositadas. 
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Fonte 26: Elaborado pelo autor. 
 

A Figura 28 em (A) apresenta os espectros de UV-vis do filme nanoestruturado 

composto por bicamadas de PEI/Anti-PSA e em (B) o gráfico da absorbância em função do 

número de bicamadas do filme. Os espectros de Uv-vis não apresentaram absorção em 280 

nm, no entanto, apresentam um comportamento na região 190 a 230 nm semelhante ao obtido 

para a solução de anticorpo Anti-PSA livre (Figura 23), indicando a adsorção do anticorpo na 

superfície do quartzo. Analisando o crescimento do filme na Figura 28 (B), verifica-se uma 

baixa adsorção do anticorpo nas bicamadas iniciais, que se torna maior a partir da terceira 

bicamada. Provavelmente, isto ocorreu devido a pouca interação entre o polieletrólito PEI e o 

anticorpo nas bicamadas iniciais, e com o aumento da quantidade de material adsorvido pode 

ter ocorrido um aumento das interações secundárias, o que favoreceu o crescimento do filme. 
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Comparado com o crescimento do filme PAH/Anti-PSA, a absorbância da décima 

bicamada de filme PEI/Anti-PSA foi inferior (ABS PEI/Anti-PSA = 0,016 e ABS PAH/Anti-PSA = 

0,028), contudo o filme possui um crescimento regular após a terceira bicamada e não ocorreu 

diminuição da absorbância nem a saturação do filme, o que permite a construção de filmes 

com um número maior de bicamadas. 

 

Figura 28: (A) Espectros de absorbância UV-vis do filme LbL de PEI/Anti-PSA com diferentes números de 
bicamadas e (B) absorbância em 280 nm em função do número de bicamadas depositadas. 
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Fonte 27: Elaborado pelo autor. 
 

A Figura 29 traz em (A) os espectros de UV-vis das 10 bicamadas de filme (PAH/Anti-

PSA+DPPG)10 depositadas sobre o substrato de quartzo e em (B) a absorbância em 280 nm 

em função do número de bicamada adsorvida. 

O filme composto por PAH/Anti-PSA+DPPG apresentou dois regimes de crescimento 

linear, um até a quinta bicamada e outro da sétima à décima bicamada. Isto pode estar 

associado a um rearranjo dos materiais após a imobilização no substrato sólido, já que na 

formação das multicamadas via técnica LbL estão envolvidos também processos de relaxação 

e rearranjo das camadas adsorvidas [41]. A absorbância da décima bicamada foi de 0,045. 
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Figura 29: (A) Espectros de absorbância UV-vis do filme LbL de PAH/Anti-PSA+DPPG com diferentes 
números de bicamadas e (B) absorbância em 280 nm em função do número de bicamadas depositadas. 
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Fonte 28: Elaborado pelo autor. 

  

Em comparação com filme PAH/Anti-PSA (Figura 27), o filme contendo o anticorpo 

Anti-PSA incorporado aos lipossomos de DPPG, apresentou um crescimento mais regular, 

com exceção da sexta bicamada. A deposição satisfatória pode ser atribuído à presença dos 

lipossomos de DPPG que ficam com seus grupos polares carregados negativamente e 

apontados para a solução em pH 7,4, o que favorece as interações eletrostáticas com o 

policátion e consequentemente favorece o crescimento do filme [91]. Segundo Aoki et. al [89], a 

deposição de lipossomos de DPPG alternado com PAH é facilitada pelas interações 

eletrostáticas entre os grupos NH3
+ presente na estrutura do PAH e o grupo PO4

-3 dos 

fosfolipídios DPPG, possibilitando uma melhor adsorção na superfície do substrato.  

A Figura 30 traz em (A) os espectros UV-vis do filme (PEI/Anti-PSA+DPPG)10 

contendo 10 bicamadas e em (B) o regime de crescimento do filme que relaciona a 

absorbância em 280 nm com o número de bicamadas adsorvidas. 
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Figura 30: Espectros de absorbância UV-vis do filme LbL de PEI/Anti-PSA+DPPG com diferentes números de 
bicamadas e (B) absorbância em 280 nm em função do número de bicamadas depositadas. 
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Fonte 29: Elaborado pelo autor. 

 

O filme PEI/Anti-PSA+DPPG apresentou crescimento regular, que tende à saturação 

após a oitava bicamada, a absorção da décima bicamada foi de 0,15, valor superior à do filme 

PAH/Anti-PSA+DPPG. Neste caso, a maior adsorção do anticorpo incorporado no lipossomo 

pode ser atribuída à estrutura do PEI que é ramificada, como apresentada na Figura 18, e 

possui vários grupos amina protonados em solução, o que ajuda a aumentar a interação com 

os grupos fosfato dos lipossomos.  

 

4.5  Caracterização do filme de PEI/Anti-PSA por FTIR  

Entender a forma de crescimento do filme pode melhorar o desempenho da plataforma 

sensorial, por isto o filme de PEI/Anti-PSA foi caracterizado por FTIR. Inicialmente os 

materiais foram caracterizados separadamente na forma de filmes casting, para determinar as 

bandas relacionadas a cada material utilizado na fabricação do filme, como o colchão 

(PEI/PVS) e a camada ativa (PEI/Anti-PSA). A Figura 31 apresenta os espectros FTIR no 

modo transmissão e a segunda derivada do espectro de transmissão para os filmes casting dos 

constituintes do colchão. A segunda derivada foi usada para revelar os picos encobertos no 

espectro original e facilitar as análises. As bandas observadas no espectro do PEI podem ser 
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divididas em 3 grupos [92] : (i) Grupo de frequências associados aos estiramentos C-N e a 

deformações C-H, e podem ser observados entre 900 e 1300 cm-1. Como a forma de PEI 

utilizada apresenta um grande número de cadeias laterais também contendo aminas terciárias, 

é esperado o aparecimento de vários modos vibracionais acoplados ao estiramento C-N da 

cadeia principal; (ii) Grupo de vibrações relacionado com a deformação das ligações C-C da 

cadeia principal e dos grupos C-H, e abrangem a região de 1300 a 1500 cm-1; (iii) Grupo 

envolvendo as deformações dos grupos N-H2 e N-H, que variam entre 1700 e 1500 cm-1. São 

esperadas bandas de deformação das aminas primárias e secundárias mais pronunciadas 

devido à grande quantidade desses grupos presentes no PEI, mas como a solução foi 

preparada em PBS, pH 7,4, a metade destes grupos estão protonados, o que reduz o número 

de moléculas contribuindo para estes modos vibracionais. O filme do PVS apresentou bandas 

características do material. Em 1214, 1179 e 1112 cm-1 são observados bandas relacionadas 

ao estiramento dos grupos sulfônicos –SO3
-, enquanto as bandas em 1044 e 986 cm-1 são 

relacionadas aos modos vibracionais de deformação do C-H da cadeia principal.  

Figura 31: Espectros FTIR no modo transmissão para o filme casting do PEI e do PVS depositados sobre o 
seleneto de zinco ZnSe. A curva vermelha representa a segunda derivada do espectro de transmissão, revelando 

os picos encobertos no espectro original. 
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Fonte 30: Elaborado pelo autor. 
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O crescimento dos filmes LbL contendo camadas de PEI e PVS pôde ser verificado 

pelas alterações encontradas nas bandas relacionadas ao grupo sulfônico do PVS. A Figura 32 

traz os espectros no modo de transmissão e no modo de reflexão dos filmes de PEI/PVS 

contendo 5 bicamadas. Este número de bicamadas foi escolhido para que houvesse sinal 

mensurável e com pouco ruído nas medidas de FTIR. Analisando o espectro do filme LbL 

PEI/PVS no modo transmissão, verifica-se as bandas em 1208, 1175 e 1098 cm-1 que são 

relacionadas ao estiramento do grupo SO3
-, e foram deslocadas para menores valores de 

número de onda em comparação com o filme casting do PVS. Isto pode ser atribuído à 

interação do PVS com o PEI para o crescimento do filme LbL, o qual deve ser governado por 

―interações fortes‖ entre os polieletrólitos. No mesmo espectro, outras bandas na região de 

1500 e 1700 cm-1 associadas ao PEI foram deslocadas para menores valores de número de 

onda, além do aparecimento de novas bandas, confirmando que as interações químicas 

governam o crescimento desses filmes. 

 

Figura 32: Espectros FTIR no modo transmissão e reflexão para o filme LbL de PEI/PVS com 5 bicamadas. A 
curva vermelha representa a segunda derivada do espectro de transmissão e reflexão. 
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O espectro no modo reflexão revela bandas que são oriundas de grupos químicos 

orientados preferencialmente perpendiculares ao plano do substrato, e mostra um modo 

vibracional do PVS em 1223 cm-1 até então não observado no modo de transmissão. Este 

modo deve ser um estiramento assimétrico do grupo SO3
-. O espectro no modo reflexão é um 

espectro complementar ao modo de transmissão, portanto, confirma o aparecimento de novas 

bandas resultante das interações químicas entre PEI e o PVS. Sem essa complementaridade, 

pode-se afirmar que algumas bandas apenas trocaram de orientação no plano do substrato. 

Mas com esses dois espectros, fica claro que o aparecimento das novas ligações químicas 

governam o crescimento do filme LbL.  

Os filmes LbL de PEI/PVS servem como um colchão para a camada ativa do 

biossensor, composta por um outro filme LbL de PEI e um anticorpo Anti-PSA. Como o 

Anti-PSA deve ser algo muito grande e desorganizado (da ordem de alguns nanômetros de 

dimensão), diferente de uma cadeia polimérica, fica difícil atribuir especificamente as bandas 

encontradas em seu espectro FTIR. Mas se o espectro FTIR de um filme casting do Anti-PSA 

for comparado com o espectro do material supostamente imobilizado em um filme LbL será 

possível saber se este material foi ou não adsorvido. A Figura 33 apresenta os espectros 

casting para o Anti-PSA no modo transmissão, e espectros no modo transmissão e reflexão 

para o filme LbL (PEI/PVS)5/(PEI/antiPSA)3. Nos espectros da Figura 33 aparece uma banda 

em 1117 cm-1 que é atribuída a algum modo vibracional do Anti-PSA. Esse modo está 

presente tanto no espectro de transmissão quanto no de reflexão do filme contendo Anti-PSA 

imobilizado, e é uma evidencia da adsorção do anticorpo no filme. Algumas outras bandas 

relacionadas ao filme de PEI/PVS também mudam de posição e intensidade, revelando que a 

adsorção do anticorpo ao filme perturba a camada de colchão previamente adsorvida.  
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Figura 33: Espectros FTIR no modo transmissão e reflexão para o filme LbL de (PEI/PVS)5/(PEI/Anti-PSA) e 
espectro de FTIR do filme casting do anticorpo Anti-PSA.  A curva vermelha representa a segunda derivada do 

espectro de transmissão e reflexão. 
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Fonte 32: Elaborado pelo autor. 
 

4.6  Caracterização dos filmes depositados sobre o sensor de SPR 

A técnica de SPR é uma ferramenta muito sensível para estudar a modificação de 

superfícies, pois se ocorrer qualquer alteração no índice de refração da superfície será 

necessário uma mudança no ângulo de incidência da radiação para que ocorra o fenômeno de 

SPR. Portanto, a técnica foi utilizada para caracterizar os filmes de PEI/PVS, PEI/Anti-PSA e 

PEI/Anti-PSA+DPPG, a fim de verificar a deposição dos polieletrólitos, do anticorpo livre e 

incorporado em lipossomo sobre o sensor de SPR para um posterior teste como sensor óptico 

para detecção do antígeno PSA. Além disso, através das curvas de SPR que apresenta a 

intensidade da radiação refletida em função do ângulo de incidência, determinou-se a 

espessura e o índice de refração (IR) das bicamadas de filmes usando o software WinSpall 

versão 3.02. 
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4.6.1 Filme PEI/Anti-PSA 

A Figura 34 (A) e a Figura 35 (A) apresentam as curvas de SPR obtidas para a 

superfície do ouro modificado com a monocamada automontada (SAM) de 11-MUA e para 

cada bicamada de filme PEI/PVS e PEI/Anti-PSA depositados e monitorados em PBS e Ar, 

respectivamente.  

 

Figura 34: Em (A) curva de SPR apresentando a intensidade em função do ângulo de incidência, θSPR,  das 
bicamadas de PEI/PVS e PEI/Anti-PSA depositadas sobre o sensor de ouro modificado com 11-MUA, 

monitorado em tampão PBS e temperatura de 20ºC. Em (B) curva de crescimento do filme PEI/Anti-PSA 
apresentado a variação do ângulo, ΔθSPR, em função do número de bicamadas. 
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Fonte 33: Elaborado pelo autor. 
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Figura 35: Em (A) curva de SPR apresentando a intensidade em função do ângulo de incidência, θSPR, das 
bicamadas de PEI/PVS e PEI/Anti-PSA depositado sobre o sensor de ouro modificado com 11-MUA, 

monitorado em AR e temperatura de 20ºC. Em (B) curva de crescimento do filme PEI/Anti-PSA apresentado a 
variação do ângulo, ΔθSPR, em função do número de bicamadas. 
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Fonte 34: Elaborado pelo autor. 
 

 

A deposição da monocamada de 11-MUA provocou uma mudança no índice de refração 

da superfície do sensor de ouro e consequentemente causou o deslocamento do pico mínimo 

de intensidade para maiores valores de ângulo de incidência, θSPR. O valor foi de 68,625º e 

está próximo do valor obtido por Miyazaki, et. al (68,689º) [57] para a medida em PBS. Já o 

valor de θSPR do mesmo sensor modificado e monitorado em AR foi de 43,089º que é superior 

ao valor do ouro puro (~ 43º), comprovando a modificação da superfície do sensor com o 11-

MUA. As subsequentes deposições do colchão (PEI/PVS) e das 5 bicamadas dos filmes 

(PEI/Anti-PSA) também provocaram mudanças no índice de refração da superfície do sensor. 

Através das simulações com software WinSpall foram obtidos valores de IRPEI/PVS=1,41 + 

0,03 e IR(PEI/Anti-PSA)5= 1,47 + 0,07. Estas mudanças causaram o aumento do ângulo de 

incidência, mostrando que os polieletrólitos e o anticorpo também foram depositados sobre o 

sensor. 
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A Figura 34 (B) e a Figura 35 (B) mostram a variação do ângulo de SPR (ΔθSPR) em 

relação ao número de bicamadas imobilizadas. Através dos resultados foi possível verificar 

que em ambos os meios (Ar e tampão PBS), o filme PEI/Anti-PSA apresentou um regime de 

crescimento que tende a uma saturação após a terceira bicamada. Em comparação com o 

mesmo filme depositado sobre o quartzo e caracterizado por UV-vis, Figura 28, verifica-se 

regimes de crescimento diferentes para a deposição dos mesmos materiais, o que pode estar 

relacionado com o tipo de substrato e a presença da monocamada de 11-MUA depositada no 

sensor de SPR. 

A partir das curvas de SPR é possível determinar o índice de refração (IR) e a espessura 

(d) dos materiais depositados sobre o sensor. Na literatura dois métodos vêm sendo 

empregados: (i) simulação das curvas de SPR obtidas dos materiais depositados e medidos em 

dois meios com índice de refração diferente, por exemplo, Ar e água; (ii) simulação das 

curvas de SPR dos materiais depositados e medidos com diferentes comprimentos de onda de 

radiação [93, 94]. Desta maneira, a espessura e o índice de refração de uma camada de filme 

LbL de PEI, uma camada de PVS e as bicamadas de PEI/PVS e PEI/Anti-PSA foram 

simuladas com software WinSpall usando as curvas de SPR obtidas com a excitação em 670 

nm e dois meios, AR e tampão PBS. A Figura 36 (A) e (B) apresenta as curvas de SPR para o 

sensor de ouro modificado com 11-MUA medido em AR e tampão PBS, respectivamente, e a 

curva ajustada (fitting) pelo software (curva em vermelho) que foi usado como base para a 

simulação das curvas de SPR resultantes da deposição dos demais materiais. Também são 

apresentados os valores da espessura (nm), índice de refração (representado como n tabela) e 

o índice kapa para o prisma (1), a camada de cromo (2), o filme de ouro (3), a monocamada 

de 11-MUA (4) e o meio em que as medidas foram realizadas (AR ou PBS) (5). Os valores 

estão próximos dos especificados pela BioNavis, fornecedor dos sensor.  
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Figura 36: Simulação das curvas de SPR para o ouro modificado com 11-MUA e monitorado em AR (A) e PBS 
(B). 

 

(A)

 

(B)

 

Fonte 35: Elaborado pelo autor. 
 

Os valores obtidos com a simulação foram traçados em um gráfico que relaciona a 

espessura, d em nm, com índice de refração de cada camada ou bicamada depositada. Os 

valores de d e IR foram determinados através da intersecção das duas curvas, como mostra a 

Figura 37 (A) para 1 camada de filme de PEI, Figura 37 (B) para 1 camada de PVS e  Figura 
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37 (C) para 1 bicamada de PEI/Anti-PSA. Os valores encontrados foram: dPEI = 3,08 + 0,08 

nm e IRPEI = 1,43 + 0,02, cujo valor de IR corrobora com o obtido por 

SURIYANARAYANAN et al. para um filme self-assembly de PEI depositado sobre 

superfície do ouro modificado com 11-MUA [95], dPVS = 1,10 + 0,05  nm e IRPVS = 1,33 + 0,03 

e d(PEI/Anti-PSA)1= 2,23 + 0,05 nm e IR (PEI/Anti-PSA)1 = 1,57 + 0,06. Foi simulado também a 

bicamada de PEI/PVS e o valor obtido para espessura foi dPEI/PVS = 4,11 + 0,10 nm que está 

próximo da soma da espessura obtida para cada camada de polieletrólito depositada 

individualmente e índice de refração foi de IRPEI/PVS = 1,41 + 0,03 

 

Figura 37: Gráfico que relaciona os valores simulados de espessura (nm) em função dos valores simulados de 
IR para 1 camada de PEI (A), 1 camada de PVS (B) e 1 bicamada de PEI/Anti-PSA (C). 
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Fonte 36: Elaborado pelo autor. 
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Na Tabela 2 estão apresentados os valores de espessura de cada bicamada depositada. 

Foram obtidas bicamadas bem finas de material depositado, o que pode ser atribuído à técnica 

LbL e aos parâmetros de solução utilizados, onde os polieletrólitos (1 mg.mL-1) e o Anti-PSA 

(10 µg.mL-1) foram preparados em tampão PBS (5 mmol.L-1) e pH 7,4. Além disso, observa-

se que a partir da 3ª bicamada de PEI/Anti-PSA a espessura diminui muito em relação a 

primeira e a segunda bicamada, indicando que pouco material é depositado. A espessura total 

do filme (PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA)5 foi de 11,43 nm. 

 

 

Tabela 2: Espessura de cada bicamada de filme PEI/PVS e PEI/Anti-PSA. 
 

 Espessura (nm) 

 

1 Bic PEI/PVS 

 

4,11 + 0,10 

1ª Bic PEI/Anti-PSA 2,23 + 0,05 

2ª Bic PEI/Anti-PSA 2,72 + 0,06 

3ª Bic PEI/Anti-PSA 0,80 + 0,10 

4ª Bic PEI/Anti-PSA 0,78 + 0,02 

5ª Bic PEI/Anti-PSA 0,79 + 0,09 

Total 11,43 

 

4.6.2  Filme PEI/Anti-PSA+DPPG 

A Figura 38 (A) apresenta as curvas de SPR dos valores de intensidade em função do 

ângulo de incidência da radiação para cada bicamada de filme de PEI/PVS e PEI/Anti-

PSA+DPPG depositada e monitorada em Ar e a Figura 38 (B) traz os mesmos filmes 

monitorados em PBS. Através dos resultados foi possível verificar o grande deslocamento do 

pico mínimo de intensidade para maiores valores de ângulo de incidência e o deslocamento da 

intensidade da curva de SPR com as sucessivas deposições das bicamadas de filme PEI/Anti-

PSA+DPPG. O filme foi monitorado até a 3 bicamada, pois os lipossomos deixam o filme 
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opaco e a absorção e espalhamento causado por este material dificultam a ocorrência do 

fenômeno de SPR.   

Não foi possível determinar o índice de refração e a espessura do filme de PEI/Anti-

PSA+DPPG usando o software, no entanto, sabe-se que variação do ângulo e a variação da 

intensidade estão relacionadas com estes parâmetros dos materiais depositados, assim sendo, é 

possível inferir que o filme de PEI/Anti-PSA+DPPG é mais espesso do que o filme de 

PEI/Anti-PSA, e isto também pode ser atribuído à presença dos lipossomos de DPPG do tipo 

multilamelar que possuem diâmetros que podem variar de 100-1000 nm [96].  

 

Figura 38: Curva de SPR apresentando a intensidade em função do ângulo de incidência, θSPR, das bicamadas de 
PEI/PVS e PEI/Anti-PSA+DPPG depositado sobre o sensor de ouro modificado com 11-MUA, monitorado à 

20ºC e dois meios: (A) em AR e (B) em PBS. 
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Fonte 37: Elaborado pelo autor. 
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4.7 Caracterização do filme nanoestruturado depositado sobre CrAu 

por Voltametria Cíclica (VC)  

A técnica de VC pode fornecer informações importantes sobre as mudanças do 

comportamento eletroquímico do eletrodo após cada etapa de fabricação do imunossensor. 

Nesta etapa do trabalho, a técnica de VC foi utilizada com o propósito de verificar a adsorção 

dos materiais na superfície do eletrodo CrAu, para posterior teste como sensor eletroquímico 

para a detecção do PSA. Para isto, utilizou-se como mediador redox o ferricianeto de potássio, 

K3[Fe(CN)6] 5 mmol.L-1 solubilizado em solução de KCl 0,5 mmol.L-1 e diluído em PBS, pH 

7,4, na proporção 1:1 (V/V). Todas as medidas foram realizadas com velocidade de varredura 

10 mV.s-1, em uma janela de potencial de -0,7 a 0,7 V vs. ECS. A Figura 39 traz os 

voltamogramas cíclicos para o eletrodo CrAu puro (i), CrAu modificado com 11-MUA (ii) e 

CrAu-11-MUA com cinco bicamadas de filme LbL (PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA+DPPG)5 (iii).  

 

Figura 39: (A) Voltamogramas cíclicos do eletrodo CrAu puro (i), CrAu-11-MUA (ii) e CrAu-11-
MUA(PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA+DPPG)5 (iii), realizados em solução PBS contendo K3Fe(CN)6  5 mmol.L-1 

diluído na proporção 1:1 (V/V), com velocidade de varredura de 10 mV s-1. 
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Fonte 38: Elaborado pelo autor. 
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Através da transferência de carga do par redox Fe+2/Fe+3
 na superfície do eletrodo CrAu 

puro é possível verificar um voltamograma cíclico reversível, com picos de oxidação e 

redução do ferro bem definidos, como descritos na literatura [97]. A Tabela 3 apresenta os 

valores de potencial dos picos anódicos e catódicos (Epa e Epc), bem como os valores de 

corrente anódica e catódica (Ia e Ic) obtidas dos voltamogramas cíclicos após cada etapa de 

fabricação do imunossensor. 

 

Tabela 3: Valores de Epa, Epc, Ia e Ic obtidos dos  voltamogramas cíclicos apresentados na Figura 40. 
 

 
Eletrodo de trabalho (10 mV.s-1) 

 
Epa

/V vs. ECS 
 

Ia/µA 
 

Epc
/V vs. ECS 

 
Ic/µA 

 

CrAu puro 
 

0,23 
 

127,50 
 

0,09 
 

-162,00 
CrAu-11-MUA 0,28 56,90 0,05 -75,00 

CrAu-11-MUA/(PEI/Anti-PSA)5 0,23 12,00 0,10 -15,40 

 

 Para o eletrodo CrAu puro verificaram-se Epa= 0,23 V e Epc=0,09 V, vs. ECS, que 

correspondem, respectivamente, aos potenciais de oxidação (Fe+2/Fe+3) e redução do ferro 

(Fe+3/Fe+2) na superfície do eletrodo [97]. O eletrodo modificado com 11-MUA apresentou um 

pequeno deslocamento dos picos redox, além de uma diminuição nos valores de corrente 

quando comparado com o eletrodo CrAu puro. Esta diminuição foi de 44,6% para corrente 

anódica e 46,3% para a corrente catódica. Observou-se também que a redução no valor de 

corrente foi ainda maior após a imobilização do filme LbL de PEI/Anti-PSA+DPPG, 

correspondendo a 9,4% para corrente anódica e 12,0% para a corrente catódica, em 

comparação com o eletrodo puro. As diminuições nos valores de corrente indicam que tanto o 

11-MUA quanto as bicamadas de filme LbL de PEI/Anti-PSA+DPPG foram adsorvidas na 

superfície do eletrodo CrAu e causam o bloqueio parcial  da transferência de elétrons entre o 

par redox Fe+2/Fe+3 e o eletrodo. 
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Figura 43: Gráfico da variação de corrente em -0,2 V vs. ECS em função da concentração de PSA. 
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Fonte 42: Elaborado pelo autor. 

 

 O filme (PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA+DPPG)5 também foi "incubado" por 10 min com 

35 µL de tampão PBS e, em sequência, submetido aos testes de VC, a fim de verificar se as 

alterações observadas poderiam ser devido à adsorção de sais na superfície do eletrodo. O 

resultado, mostrado na Figura 44 indica que o tampão não contribui para as alterações 

observadas no comportamento eletroquímico do eletrodo contendo o filme com anticorpo 

imobilizado. 

 
Figura 44: Voltamogramas cíclicos, obtidos em PBS, pH 7,4 com velocidade de varredura de 10 mV.s-1, do 
eletrodo CrAu-11-MUA com o filme (PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA+DPPG)5 depositado e incubado com PBS. 
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Fonte 43: Elaborado pelo autor. 
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Para confirmar se as alterações observadas não ocorriam devido à interação do antígeno 

PSA com os outros materiais que constituem o filme, PEI e lipossomo de DPPG, realizou-se 

testes de voltametria cíclica nos filmes CrAu-11-MUA/PEI e CrAu-11-MUA/(PEI/DPPG)5 

ausentes de anticorpo, após a incubação com 35 µL de antígeno PSA e tampão PBS por 10 

min. Os resultados apresentados na Figura 45 (A) e (B) mostram que, em ambos casos, a 

incubação, tanto com PSA quanto com o tampão PBS, não alteraram o comportamento 

eletroquímico do filme, o que mostra que as alterações de corrente no potencial -0,2 V vs. 

ECS só ocorrem na presença do anticorpo Anti-PSA imobilizado no filme LbL. 

 

Figura 45: Voltamogramas cíclicos, obtidos em PBS pH 7,4 com velocidade de varredura de 10 mV.s-1, dos 
eletrodos (A) CrAu-11-MUA/PEI e (B) CrAu-11-MUA/(PEI/DPPG)5 após incubação com PBS e com PSA. 

 

-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6

-0,2

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

j/


.c
m

-2

E/V vs. ECS

 CrAu-11-MUA/PEI em PBS
 Incudabo c/ PBS (1)
 Incubado c/ PBS (2)
 Incubado c/ 0,25 ng/mL PSA
 Incubado c/ 0,75 ng/mL PSA
 Incubado c/ 25,75 ng/mL PSA

(A)

-0,2 0,0 0,2 0,4 0,6

-0,1

0,0

0,1

0,2

0,3

0,4

0,5

0,6

j/
A

.c
m

-2

E/V vs. ECS

 CrAu-11-MUA/(PEI/DPPG)
5

 Incubado c/ PBS

 Incubado c/ 0,25 ng.mL-1

 Incubado c/ 1,00 ng.mL-1

 Incubado c/ 25,00 ng.mL-1

(B)

 
 

Fonte 44: Elaborado pelo autor. 

 

4.8.2 Espectroscopia de impedância eletroquímica dos filmes de 

(PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA)5 e (PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA+DPPG)5 

Os filmes LbL de (PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA)5 e (PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA+DPPG)5 

com cinco bicamadas depositadas sobre eletrodos de ouro modificado com 11-MUA foram 

caracterizados por medidas de espectroscopia de impedância eletroquímica (EIE) realizadas 

em solução de ferricianeto de potássio, K3[Fe(CN)6] 5 mmol.L-1 solubilizado em solução de 
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KCl 0,5 mmol.L-1 e diluído em PBS, pH 7,4, na proporção 1:1 (V/V). Na Figura 46 (A) pode-

se comparar a mudança no perfil do diagrama de Nyquist das duas arquiteturas de filmes, em 

que são observados dois semicírculos para o filme (PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA+DPPG)5, 

sendo um deles em altas frequências (maiores que 1 kHz) que é referente a processos 

ôhmicos, ou seja, devido a modificação da superfície do eletrodo com o DPPG, e o segundo 

em frequências intermediárias (entre 10 e 1000 Hz) que representa a resistência de 

transferência (Rtc) de carga entre a interface e o analito. Os valores de Rtc foram obtidos no 

programa NOVA 1.11.1 pelo ajuste do semicírculo de cada medida. Para a arquitetura 

(PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA)5 obteve-se Rtc ≈ 160,25 Ω que é cerca de 10 vezes maior em 

relação à resposta do eletrodo de ouro puro Rtc ≈ 15,75 Ω e 5,5 vezes menor em relação a 

(PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA+DPPG)5 Rtc ≈ 887,71  Ω. Para as duas arquiteturas foram 

realizadas medidas antes e após a incubação com a solução de BSA (0,01 mg.mL-1) e o 

resultado está apresentado na Figura 46 (B).  

 

Figura 46: Em (A) Diagrama de Nyquist (-Z‖ vs. Z’) para os filmes (PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA)5 e 
(PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA+DPPG)5 antes e após incubação em solução de BSA,  medidas em K3[Fe(CN)6] 5 
mmol.L-1 solubilizado em solução de KCl 0,5 mmol.L-1 e diluído em PBS, pH 7,4, na proporção 1:1 (V/V). Em 

(B) diagrama de Nyquist (-Z‖ vs. Z’) para os filmes na ausência e  presença de BSA. 
 

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

10 Hz

 (PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA)5

 (PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA+DPPG)5

-Z
"

(k


Z'(k

1 kHz

10 Hz

(A)

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0
 (PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA)5
 BSA
 (PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA+DPPG)5
 BSA

-Z
"

(k


Z'(k

(B)

 

Fonte 45: Elaborado pelo autor. 
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A incubação com BSA foi realizada para evitar que os sítios não preenchidos pelos 

anticorpos Anti-PSA se mantivessem ativos, permitindo a ligação não específica do antígeno 

PSA. Em ambos os casos pode-se observar um aumento no semicírculo, na primeira 

(PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA)5 temos um incremento para Rtc ≈ 35λ,66 Ω e para a segunda 

(PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA+DPPG)5 Rtc ≈ λ48,51 Ω.  

Após a caracterização dos filmes foram realizadas testes de detecção do antígeno PSA 

incubado por 10 min em diferentes concentrações (1 a 15 ng.mL-1) e as medidas foram 

efetuadas em K3[Fe(CN)6] 5 mmol.L-1 solubilizado em solução de KCl 0,5 mmol.L-1 e diluído 

em PBS, pH 7,4, na proporção 1:1 (V/V). Na Figura 47 (A) e (B) estão representados os 

diagramas de Nyquist e sua imagem ampliada, respectivamente.  

 

Figura 47: Em (A) Diagrama de Nyquist (-Z‖ vs. Z’) para o filme (PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA)5 medido em 
K3[Fe(CN)6] 5 mmol.L-1 solubilizado em solução de KCl 0,5 mmol.L-1 e diluído em PBS, pH 7,4, na proporção 

1:1 (V/V) e em (B) imagem ampliada. 
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Fonte 46: Elaborado pelo autor. 
 

Na Figura 47 (A) só é possível observar um aumento da resistência de difusão, o que 

pode ser explicado pelo aumento da dupla camada elétrica na interface do filme devido à 

ligação específica do antígeno PSA com o anticorpo Anti-PSA presente no filme, entretanto 

pela imagem ampliada da Figura 47 (B) pode-se notar claramente o aumento do semicírculo 
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da resistência de transferência de carga com a concentração de PSA, sendo este processo 

quase superposto devido ao aumento da dupla camada elétrica a partir da concentração de 4 

ng.mL-1. 

Os valores de Rtc obtidos pelo ajuste do semicírculo são mostrados na Figura 48 (A). O 

gráfico apresenta um comportamento exponencial e mesmo com altas concentrações não 

atingiu sua saturação. Na Figura 48 (B) está representado o modelo do circuito elétrico 

associado ao sistema utilizado nas medidas eletroquímicas. O circuito é composto por uma 

resistência ôhmica (Rs), um capacitor (Cint) em paralelo a um elemento de fase constante 

(CPE) representando a camada de filme (PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA)5, uma capacitância (Cdc) 

referente à formação de dupla camada em paralelo à uma resistência de transferência de carga 

(Rtc) que está em série à uma impedância de Warburg (W) referente ao processo de difusão de 

cargas. 

 

Figura 48:  Em (A) gráfico da resistência de transferência de carga em função da concentração de PSA e em (B) 
modelo de circuito elétrico equivalente ao sistema de medidas utilizado. 
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Fonte 47: Elaborado pelo autor. 
 

Para melhor analisar os dados acima, os espectros de impedância em função da 

frequência foram calculados em relação à medida sem o analito, ou seja, foi calculada a razão 



67 

entre as medidas variando a concentração de antígeno e a medida obtida com o 

(PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA)5/BSA. A Figura 49 (A) apresenta claramente que a região do 

espectro que mais contribui para a detecção do antígeno PSA é a de baixa frequência (0,1 a 10 

Hz) com pequena contribuição da região intermediária, o que pode ser claramente identificado 

pelo aumento da dupla camada elétrica devido à adsorção do antígeno pelo anticorpo presente 

na superfície do eletrodo. O modelo de Langmuir-Freündlich [98, 99] tem sido usado como 

modelo para demonstrar mecanismos de adsorção em biossensores [99]. Portanto, o valor do 

máximo da razão do módulo de impedância na frequência de 1 Hz, em função da 

concentração de PSA incubado, foi simulado com o modelo de Langmuir e Langmuir-

Freündlich, a fim de se obter um melhor ajuste para mostrar o mecanismo de adsorção do 

PSA. A Figura 49 (B) apresenta o gráfico, em que se observa um comportamento exponencial 

para adsorção tipo Langmuir-Freündlich. 

 

Figura 49: Em (A) razão do módulo da impedância em função da frequência para diferentes concentrações de 
PSA para o filme (PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA)5 medido em K3[Fe(CN)6] 5 mmol.L-1 solubilizado em solução de 
KCl 0,5 mmol.L-1 e diluído em PBS, pH 7,4, na proporção 1:1 (V/V) e em (B) valor máximo do pico da razão do 

módulo da impedância em função da concentração de PSA, ajustado com o modelo de Langmuir-Freündlich. 
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Fonte 48: Elaborado pelo autor. 
 

Os experimentos de detecção também foram realizados para a arquitetura de 

(PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA+DPPG)5 usando diferentes concentrações de PSA, entre 1 e 15 
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ng.mL-1, e medido em solução de em K3[Fe(CN)6] 5 mmol.L-1 solubilizado em solução de 

KCl 0,5 mmol.L-1 e diluído em PBS, pH 7,4, na proporção 1:1 (V/V). Na Figura 50 (A) e (B) 

estão representados os diagramas de Nyquist e sua imagem ampliada, respectivamente, 

novamente observa-se um aumento da resistência de difusão, entretanto pela imagem 

ampliada da Figura 50 (B), pode-se notar a existência de dois semicírculos, como já visto nos 

resultados da Figura 46. Neste caso ocorre um aumento apenas no semicírculo da resistência 

de transferência de carga com a concentração de PSA, e fica claro o efeito capacitivo da 

interação do antigeno/anticorpo, pois o mesmo não é superposto pelo processo de difusão de 

cargas.  

 

Figura 50: Em (A) diagrama de Nyquist (-Z‖ vs. Z’) para o filme (PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA+DPPG)5 medido 
em K3[Fe(CN)6] 5 mmol.L-1 solubilizado em solução de KCl 0,5 mmol.L-1 e diluído em PBS, pH 7,4, na 

proporção 1:1 (V/V) e em (B) imagem ampliada. 
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Fonte 49: Elaborado pelo autor. 
 

Os valores de Rtc obtidos pelo ajuste do semicírculo são mostrados na Figura 51 (A), em 

função da concentração de PSA, no qual é observado um comportamento linear. Na Figura 51 

(B) está representado o modelo do circuito elétrico associado ao sistema utilizado nas medidas 

eletroquímicas. O circuito é parecido com o proposto para a arquitetura 

(PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA)5 adicionando no modelo apenas uma capacitância (CF) em 
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paralelo à uma resistência (RF) referente à presença do fosfolipídio DPPG na arquitetura 

(PEI/PVS)1/(PEI/ Anti-PSA+DPPG)5. 

 

Figura 51: Em (A) gráfico da resistência de transferência de carga em função da concentração de PSA e (B) 
modelo de circuito elétrico equivalente ao sistema de medidas utilizado. 
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Fonte 50: Elaborado pelo autor. 
 

Calculando-se a razão dos espectros do módulo da impedância na ausência e presença 

do antígeno PSA em função da frequência da arquitetura (PEI/PVS)1/(PEI/Anti-

PSA+DPPG)5/BSA, fica evidente na Figura 52 (A) a contribuição da camada de DPPG no 

gráfico apresentado, onde é possível observar um pico no processo de relaxação na região de 

alta frequência (acima de 5 kHz). Outros dois processos de relaxação são observados e são 

atribuídos ao aumento na formação da dupla camada devido à ligação do antígeno PSA na 

superfície do filme, na região de baixas frequências (0,1 a 10 Hz) com contribuição da região 

intermediária na região de 10 a 100 Hz. A Figura 52 (B) apresenta o gráfico do valor máximo 

da razão do módulo da impedância na frequência de 0,1 Hz e, neste caso, foi observado um 

comportamento exponencial para adsorção tipo Langmuir-Freündlich. 
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Figura 52: Em (A) razão do módulo da impedância em função da frequência para diferentes concentrações de 
PSA para o filme (PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA+DPPG)5 medido em K3[Fe(CN)6] 5 mmol.L-1 solubilizado em 

solução de KCl 0,5 mmol.L-1 e diluído em PBS, pH 7,4, na proporção 1:1 (V/V) e em (B) valor máximo do pico 
da razão do módulo da impedância em função da concentração de PSA, ajustado com o modelo de Langmuir-

Freündlich. 
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Fonte 51: Elaborado pelo autor. 
 

Os gráficos obtidos nas Figura 49 e Figura 52 para a detecção do antígeno PSA 

mostram claramente o aumento na razão do módulo da impedância com a concentração, além 

disso, o valor máximo obtido para o filme (PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA)5 foi cerca de 5 vezes 

maior do que o obtido para o filme (PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA+DPPG)5 na concentração de 

15 ng.mL-1 de PSA. Os dados do módulo da impedância foram analisados por técnica 

estatística não linear utilizando o programa gratuito Pex-Sensors [100], que implementa 

técnicas de projeção multidimensionais e tem sido aplicados com sucesso na análise de 

biossensores [101]. Neste trabalho, foi utilizada a técnica de projeção IDMAP (do inglês 

Interactive Document Map), empregando a técnica Fastmap para redução dimensional dos 

dados do módulo da impedância em função da frequência e normalizando os dados por coluna 

[0,1]. O resultado da projeção dos dados está representado na Figura 53 e mostra que o filme 

(PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA)5 apresenta uma melhor distribuição dos pontos referente às 

concentrações detectadas em comparação com o filme (PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA+DPPG)5, a 
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Figura 54: Representação esquemática da detecção do PSA pelo filme (PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA)5 através de 
medidas de SPR. 

 

 

Fonte 53: Elaborado pelo autor. 
 

Devido a sensível mudança no sinal de SPR com a ligação do antígeno com anticorpo, 

testes iniciais foram realizados com o filme LbL de (PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA)5 contendo 5 

bicamadas para verificar a detecção do antígeno PSA em tempo real usando concentrações 

abaixo de 4 ng.mL-1. A Figura 55 apresenta a resposta obtida com adição de BSA (0,005 

mg.mL-1) em fluxo de 10 µL.min-1, depois a lavagem do filme em fluxo (10 µL.min-1) com 

PBS (5 mmol.L-1) pH=7,4 e a injeção de 1 ng.mL-1 de PSA em um dos canais de fluxo. É 

importante ressaltar que ao mesmo tempo em que foi injetado o PSA em um dos canais, 

injetou-se também PBS em outro canal para comparação da variação do sinal de SPR (o 

resultado do encarte da Figura 55). A adição de BSA em fluxo nos dois canais provocou um 

aumento do ângulo θSPR, indicando a sua ligação à superfície do sensor. Foi necessário 

aproximadamente 12 minutos para o completo bloqueio dos sítios não específicos do filme de 

(PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA)5 e o excesso de BSA fracamente adsorvido pôde ser removido 

com o fluxo de PBS. A injeção de 1 ng.mL-1 provocou um aumento do ângulo θSPR, cuja 

variação foi 0,04º e ocorreu devido a ligação específica do antígeno PSA com o anticorpo 
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Anti-PSA presente no filme LbL. A concentração de 3 ng.mL-1 também foi testada em um 

outro sensor com o mesmo filme (PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA)5 depositado.  

 

Figura 55: Sensograma de SPR para a ligação não específica do BSA e ligação específica do PSA com o 
anticorpo imobilizado no filme. No inset o sensograma para o filme com a adição de BSA e tampão PBS. 

 

 

Fonte 54: Elaborado pelo autor. 
 

O sinal de SPR obtido da ligação antígeno-anticorpo foi maior (variação de 0,1º) e é 

apresentada na Figura 56 em comparação com o sinal obtido gerado pela injeção de 1 ng.mL-1 

de PSA. 

Os testes iniciais mostram que é possível utilizar o filme LbL (PEI/PVS)1/(PEI/Anti-

PSA)5 como imunossensor óptico para a detecção do PSA em concentrações inferiores a 4 

ng.mL-1, que é a concentração limite encontrada no soro de um indivíduo saudável. No 

entanto, para que este sistema possa ser usado como uma ferramenta analítica é necessário 

realizar testes com outras concentrações de PSA. Além disso, estudos de regeneração do 

imunossensor poderão ser realizados e outras arquiteturas poderão ser estudadas a fim de se 

obter o melhor sistema para detecção do PSA. 
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Figura 56: Mudanças no sinal de SPR com tempo para a ligação do PSA em diferentes concentrações 
com o Anti-PSA presente no filme (PEI/PVS)1/(PEI/Anti-SA)5. 
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Fonte 55: Elaborado pelo autor. 
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CAPÍTULO 5 

5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 A partir dos resultados, verificou-se que os lipossomos de DPPG evitam a agregação 

do anticorpo Anti-PSA em solução e ajudam a preservar a sua estrutura secundária (folhas-β).  

As caracterizações dos filmes por espectroscopia UV-vis mostraram que tanto o anticorpo 

Anti-PSA livre quanto incorporado em lipossomos de DPPG podem ser imobilizados com os 

policátions PAH e PEI por meio da técnica LbL. Contudo, a melhor adsorção do anticorpo foi 

obtida com o PEI. Os espectros de FTIR no modo de transmissão e reflexão do filme LbL de 

PEI/PVS, mostraram o deslocamento das bandas associadas aos modos de vibrações dos 

principais grupos funcionais do PEI (NH e NH2) e do PVS (SO3
-) e o surgimento de uma nova 

banda, indicando que interações fortes entre os polieletrólitos regem crescimento deste filme. 

A deposição do anticorpo no filme LbL foi confirmada através do aparecimento de uma banda 

em 1117 cm-1 associada a algum modo de vibração do Anti-PSA. Através das medidas de 

SPR, também foi confirmada a deposição dos materiais sobre o sensor de ouro e a espessura 

do filme (PEI/PVS)1/(PEI/Anti-SA)5, obtida a partir da simulação das curvas de SPR, foi de 

11,43 nm. Além disso, o filme foi capaz de detectar 1 e 3 ng.mL-1 de PSA. A detecção do 

antígeno PSA por VC mostrou que o filme (PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA+DPPG)5, apresenta 

mudanças no comportamento eletroquímico após a incubação com o PSA, indicando a 

interação do antígeno com o anticorpo presente no filme. Os testes de EIE para a detecção do 

PSA usando os filmes de (PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA+DPPG)5 e (PEI/PVS)1/(PEI/Anti-PSA)5 

confirmaram a existência da interação Anti-PSA/PSA e mostraram que ambos são eficientes 

na detecção do marcador do câncer de próstata. Por fim, os resultados deste trabalho apontam 

a viabilidade dos filmes LbL contendo o Anti-PSA imobilizado para a detecção do marcador 

do câncer de próstata (PSA). 
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