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RESUMO

GRACA, Juliana Santos Filmes nanoestruturados para detec¢cdo do antigeno prostdtico
especifico. 2016. 106 f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia dos Materiais) - Centro de
Ciéncias e Tecnologia para a Sustentabilidade, Universidade Federal de Sao Carlos, Sorocaba,
2016.

No presente trabalho foram produzidos filmes nanoestruturados camada por camada (LbL) de
anticorpo Anti-PSA na auséncia e na presenca de lipossomos de DPPG, a fim de estudar a
deteccao do antigeno prostatico especifico (PSA) por diferentes técnicas de caracterizacao. A
solucdo de anticorpo Anti-PSA, livre e incorporado em lipossomo, foi caracterizada por
espectroscopia UV-vis e Dicroismo Circular (CD). Sendo que no primeiro caso, foram
verificadas as principais bandas de absor¢do do anticorpo e uma possivel agregacdo na
auséncia do lipossomo. As medidas de CD indicaram estruturas desordenadas do anticorpo
livre e na presenca do lipossomo o anticorpo manteve a sua estrutura secunddria (Folha-f). Os
filmes LbL de anticorpo Anti-PSA e Anti-PSA+DPPG, alternados com diferentes polications,
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 Ressondncia Plasmonica de Superficie (SPR), no qual foi constatado a deposicdo dos
materiais nos diferentes substratos e definido o PEI como melhor polieletrdlito para
imobilizacdo do anticorpo. Através das medidas de SPR também foi simulado a espessura e o
indice de refracdo das bicamadas de filmes. Os filmes casting de PEIL, PVS e Anti-PSA e os
filmes LbL destes materiais foram caracterizados por Espectroscopia de Absor¢ao no
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), através das bandas dos espectros no
modo de transmissdo e reflexdo verificou-se a interacao entre os polieletrélitos e constatou a
deposi¢do do anticorpo no filme. Atuando como unidade de deteccio do PSA os filmes de
(PEI/PVS)/(PEI/Anti-PSA+DPPG)s e de (PEI/PVS),/(PEI/Nati-PSA); foram caracterizados
por voltametria ciclica (VC), espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) e por SPR, e,
ambos sistemas foram capazes de detectar o PSA em concentragdes inferiores a 4 ng.mL'1 que
€ a concentra¢do normal para um individuo saudavel.

Palavras-chave: Filmes camada por camada, Anticorpo Anti-PSA, Antigeno prostatico
especifico (PSA), Lipossomos, Detec¢ao eletroquimica, Deteccio Optica



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 (B-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)/(PEI/Anti-PSA+DPPG)s and (PEI/PVS),/(PEI/Nati-PSA)s 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™" 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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CAPITULO 1

Este capitulo estd dividido em subtdpicos, em que sdo apresentadas informagdes sobre o
cancer de prostata, o antigeno prostatico especifico (PSA do inglé€s Prostate Specific Antigen)
que é o marcador associado a este tipo de cancer e a importancia dos imunossensores como
ferramenta auxiliar para o diagndstico da doenga. Serdo apresentados também os objetivos do

trabalho.

1 INTRODUCAO E MOTIVACAO DO TRABALHO

Nas ultimas décadas tem crescido o interesse no desenvolvimento de biossensores para
diagndsticos dos mais variados tipos de doencgas, sejam elas causadas por virus, bactérias e até
mesmo desenvolvidas pelo proprio organismo humano, como o cancer 5] Estes dispositivos
empregam biomoléculas especificas para realizar o reconhecimento molecular e a geracdo de
sinal. No caso de alguns tipos de cancer, proteinas denominadas de marcador tumoral sdo
expressas ou tem a sua concentracdo normal alterada no organismo, o que possibilita uso de
anticorpos ou sequencias peptidicas especificas para reconhecer o analito.

O cancer € a doenca que mais cresceu entre a populacio mundial e é também uma das
que mais matam por falta do diagndstico precoce. O diagndstico requer uma série de exames
que vao desde exames de imagem com equipamentos sofisticados a exames de sangue e
biopsia. A desvantagem destes métodos € o alto custo, que dificulta o atendimento da
populacdo como um todo. Neste sentido, os imunossensores poderiam ser usados em amostras
de sangue, tecidos e fluidos corporais, como uma ferramenta auxiliar, de facil acesso e
manipulagdo, para obtencdo de um diagndstico preciso e mais rapido.

Existem varias técnicas que podem ser empregadas no desenvolvimento de
imunossensores, tais como: monocamada automontada (do Inglés self-assembled monolayer-

SAM), camada por camada (do Inglés Layer-by-Layer — LbL), Langmuir-Blogdgett —LB.
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Neste trabalho, foi utilizada a técnica LbL para imobilizar o anticorpo Anti-PSA que €
especifico a glicoproteina associada ao cancer de prostata (PSA). Vale ressaltar que a técnica
LbL se destaca por sua simplicidade, versatilidade e por preservar a atividade bioldgica das
biomoléculas apds a imobilizacdo na superficie sensora, um fator essencial para o bom

funcionamento do dispositivo.

1.1 Cancer de prostata
A prostata é uma glandula situada abaixo da bexiga, em frente ao reto, e estd ligada a
uma por¢ao da uretra masculina e sua funcio € produzir parte do sémen e manter o esperma

171" A anomalia na préstata ocorre quando as suas células comecam a se dividir de

saudave
uma forma irregular originando uma massa de tecido !, como ilustrado na Figura 1. Este

tumor formado pode ser em muitos casos assintomdtico nas fases iniciais, o que dificulta o

diagnéstico precoce e diminui as chances de cura do individuo.

Figura 1: Ilustracdo da localizagdo da prostata e das células cancerosas.

Cancer de Préstata

Fonte 1: Disponivel em:<http://www.nucleuscatalog.com/conditions-indepth-prostate-cancer/view-
item?ItemID=62748>. Acessado em: 09 de Agosto de 2015.

Segundo a Organizacdo Mundial da Saidde (OMS), o cancer de prostata € a segunda
neoplasia mais comum e € a sexta causa de morte entre a populacdo mundial masculina. No
Brasil, segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA) sdo estimados 61.200 novos casos de

cancer de prostata para o ano de 2016 6 0Os principais fatores desencadeadores da doenca



sd0: a idade avancada, uma vez que a doenca acomete principalmente individuos a partir dos
65 anos de idade, a hereditariedade e a etnia (891

Alguns exames sdo indicados para rastrear esse tipo de cancer, sendo eles, o toque retal
e a dosagem sérica do antigeno prostatico especifico (PSA)M e, no caso de alteragdes,
recomenda-se ainda a ultrassonografia pélvica e a biopsia ', A dosagem sérica do PSA foi

inicialmente empregada em 1986 '

sendo este marcador tumoral uma glicoproteina da
familia das calicreinas glandulares, também conhecida como calicreina humana 3 (KLK3). Ao

ser produzido por células epiteliais da préstata é secretado no liquido seminal em altas

~ -1 ~ . - N
concentracoes (0,5 a 3 mg.mL ") e no soro pode ser encontrado nas concentragdes inferiores a

1 [12] [10, 13, 14]

4 ng.mL . Acima destes valores o individuo entra na zona de risco , pois a
concentracdo do antigeno no organismo estd diretamente relacionada com o aumento do
volume da proéstata. No entanto, além do cincer de prostata outras doengas, como prostatite e
hiperplasia prostatica benigna, podem alterar a concentragdo do PSA, e, portanto, devem ser
considerados na interpretacio dos resultados '),

Atualmente o teste mais empregado na quantificacdo de marcadores de doenga € o teste
ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent) (14, 15], contudo, este método € limitado devido a
demora a realizacdo do ensaio e o seu alto custo. Neste sentido, utilizar dispositivos capazes
de medir a interacdo especifica entre o antigeno e o anticorpo, como os imunossensores, Sa0o
vantajosos por serem relativamente baratos, precisos, de resposta rapida, ndo invasivos e por
nao necessitarem de uma pessoa especializada para realizar as anélises.

Em virtude destas vantagens e da necessidade de andlises em tempo real tem crescido o
desenvolvimento de imunossensores que utilizam nanoestruturas bioldgicas para a deteccao
de marcadores do cancer ">, Uma das vantagens dessas nanoestruturas é que a adsor¢io das
biomoléculas na superficie do sensor possibilita que propriedades, como especificidade e

seletividade possam ser empregadas a estes dispositivos ™.



No que tange o desenvolvimento de imunossensores para deteccdo de PSA, muitos
trabalhos j4 foram desenvolvidos 519211 Dentre eles, pode-se citar o trabalho de Mao et al.
221 em que os autores construiram um imunossensor eletroquimico para a detec¢ao do PSA,
modificando a superficie do eletrodo de carbono vitreo com nanocompdsito de folhas de
grafeno, azul de metileno e quitosana, seguido da imobilizacdo de anticorpo Anti-PSA. Mao
et al. obteveram resultados satisfatérios e o imunossensor apresentou resposta linear de 0,05 a
5,00 ng.mL'1 de PSA e o limite de deteccao foi de 13 pg.mL'l. Arya et al. 3] funcionalizaram
microeletrodos interdigitados de ouro com cisteamina por meio de monocamadas
automontadas (SAM do inglés self-assembled monolayer) e ligaram covalentemente o
anticorpo monoclonal Anti-PSA, para desenvolver um imunossensor que detecta o PSA a
partir de impedancia eletroquimica. Como resultados, o imunossensor detectou concentragdes
de PSA de 1,0 pg.mL'1 a 100 ng.mL’1 com sensibilidade de 0,444 g.mL'l.

Como exemplo de imunosensor Optico para deteccdo de PSA, destaca-se o trabalho de
Choi et al. ¥, no qual os autores utilizaram anticorpo policlonal Anti-PSA conjugado com
nanoparticulas de ouro para aumentar o sinal de ressonancia plasmoénica de superfécie (SPR
do inglés Surface Plasmon Resonance). O sensor de ouro de SPR foi modificado com uma
camada de proteina G a fim de ligar de forma orientada o anticorpo monoclonal Anti-PSA na
superficie do sensor. A imunorreacdo que gera o sinal de SPR ocorreu com a ligacdo do
antigeno PSA ao anticorpo monoclonal adsorvido na superficie do sensor, seguido da ligacdo
do anticorpo policlonal Anti-PSA conjugado a nanoparticula. A variagdo do angulo SPR com
a concentracdo de PSA apresentou uma correlacdo linear de 300 fmol.L™ a 3 nmol.L" com
limite de deteccdo de 300 fmol.L™".

Tendo em vista a importancia e a necessidade do diagnéstico precoce do cancer de
prostata, o presente trabalho busca unir a especificidade e seletividade de biomoléculas, como

os anticorpos, com a técnica camada por camada, do inglés Layer-by-Layer (LbL) para a



fabricag¢do de filmes nanoestruturados de anticorpo Anti-PSA na auséncia e na presenca de
lipossomos, além de suas caracterizagdes, visando o desenvolvimento de um imunossensor
capaz de detectar o antigeno prostatico especifico (PSA). Neste trabalho, destaca-se a
utilizag¢do da técnica LbL por ser uma técnica relativamente barata, de facil manipulagdo e que
permite o controle das condi¢cdes da solugdo (pH, temperatura e forca i6nica da solugdo)
durante o processo de imobilizagdo do anticorpo Anti-PSA na superficie de um substrato
sOlido, permitindo a manute¢do de dgua ou tampao entre as camadas e evitando a perda da
atividade bioldgica. Além disso, a incorporacdo do anticorpo em lipossomos pode ajudar a

preservar a sua estrutura secundaria, que € 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 presenca e na auséncia de lipossomos, para detec¢do do antigeno

prostatico especifico (PSA) por métodos eletroquimicos e dptico.

1.2.2 Objetivos especificos
e Caracterizar a solugdo de anticorpo Anti-PSA, na presenga e auséncia de
fosfolipidios, por espectroscopia UV-vis;
e Analisar a conformagdo estrutural do anticorpo Anti-PSA livre em solucdo e
incorporado em lipossomos de DPPG por Dicroismo Circular;
e Fabricar filmes nanoestruturados de anticorpo Anti-PSA livre e em lipossomos,
alternados com diferentes policitions PEI poli(etilenoimina) ou (PAH)

poli(alilamina hidroclorada) pela técnica LbL ;



e Verificar por FTIR a deposicao e a interac@o entre os materiais no filme LbL;

e (Caracterizar o crescimento dos filmes por espectroscopia UV-vis e Ressonincia
Plasmonica de Superficie (SPR);

e Acompanhar a deposicao dos biomateriais sobre o eletrodo de CrAu e verificar a
interacdo do antigeno PSA com o anticorpo Anti-PSA imobilizados na superficie
do eletrodo por Voltametria Ciclica (VC) e Espectroscopia de Impedancia
Eletroquimica (EIS);

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

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

CAPITULO 2

Neste capitulo serdo apresentados os aspectos tedricos e uma breve revisao da literatura
sobre biossensor, anticorpo e antigeno, membrana e lipossomos, a técnica de fabricacdo de
filmes camada por camada (do Inglés Layer-by-Layer - LbL) e as técnicas de caracterizacdo

de filmes nanoestruturados.

2 FUNDAMENTOS TEORICOS
2.1 Biossensor
Os biossensores sdo dispositivos analiticos, constituidos basicamente por dois
componentes: um elemento biorreceptor e um transdutor fisico. O elemento biorreceptor € a
biomolécula capaz de reconhecer e se ligar especificamente a um determinado analito, ja o
transdutor converte o evento de reconhecimento em um sinal analiticamente mensuravel '

2 .
?l como representado na Figura 2.



Figura 2: Representagdo dos componentes de um biossensor, (a) amostras de analitos, (b) elementos
biorreceptores, (c) transdutor, (d) amplificador e (e) sistema eletrdnico.
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Fonte 2: Figura adaptada de Graga et al. 8],

O imunossensor € uma classe de biossensores que se baseiam na interacdo especifica

entre um antigeno e um anticorpo. A deteccdo do antigeno (analito) resulta da sua

complementariedade quimica com o sitio de ligacao do anticorpo adsorvido no transdutor (261,

através de forcas secunddrias e da localizagdo de grupos carregados e ligagdes de hidrogénio

[27, 28]

Os anticorpos s@o constituintes fundamentais dos imunossensores € sao responsaveis
pela seletividade e especificidade dos dispositivos. Essas biomoléculas pertencem a classe das

glicoproteinas, também denominadas imunoglobulinas (Ig) e sdo produzidas pelo sistema

[27]

imunolégico quando had exposicdo a agentes estranhos '“". A estrutura do anticorpo tem

formato de Y, Figura 3, e € constituida por duas por¢des, uma contendo um grupo amino

terminal, F,, (do inglés Antigen-Binding ), responsavel pela interacdo com o sitio de ligacao

., ~ . .. o~ - , 2
do antigeno e uma porcdo F. (fragmento cristalizavel), que ndo interage com o antigeno [27,

28]



Figura 3: Tlustragdo das principais por¢des de um anticorpo e sua regido de ligagdo com o antigeno.
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Fonte 3: Figura adaptada de [24.291,

Alguns fatores, como a temperatura, pH, for¢a idnica, concentragdo do antigeno e
anticorpo e duracdo da incubacdo podem afetar a interacdo antigeno/anticorpo em solugdo (e,
Quando imobilizados na superfice do transdutor, além desses fatores, outros como a
conformacdo estrutural e orientacdo adequada das biomoléculas devem ser consideradas para
garantir um bom desempenho do imunossensor 8], Segundo Trilling et al. B existem quatro
possibilidades de orientagdo do anticorpo, sendo elas: (i) o anticorpo se ligar ao transdutor por
meio da regido F. (B da Figura 4); (i1) se ligar pela regido do sitio de ligagao F,, (C da Figura
4); (ii1) se ligar lateralmente através das regides Fy, € F. (A da Figura 4); (iv) se ligar através
dos dois fragmentos F,, e do fragmento F. na superficie do transdutor (D da Figura 4). Dentre
as possiveis orientacdes, a mais adequada para o anticorpo € a primeira (i), pois mantém livre
a regido do sitio de ligacdo (F,,) para interagir e se ligar ao antigeno BU Neste sentido,
algumas estratégias podem ser empregadas para garantir a orientacdo do anticorpo, como a

1]

utilizagdo das proteinas A e G que apresentam afinidade a regido F. do anticorpo B 6y ainda,



ser ligado covalentemente através da ativacdo da superficie do transdutor com a mistura de

NHS-EDC (N-hydroxysuccinimide/1-ethyl-3-(3-methylaminopropyl)-carbodiimide) **'.

Figura 4: Possiveis orientagdes do anticorpo: em (A) ligacdo através das regides Fab e Fc com um sitio de
ligacdo F,, disponivel, (B) ligacdo da regido F., (C) ligacdo da regido F,, e (D) regides Fab e F. sem
disponibilidade de sitios de ligacdo com o antigeno.

Antigeno

Fonte 4: Figura adaptada de Trilling et. al. B

Outras estratégias que podem contribuir para o bom funcionamento do imunossensor
sd0: (1) a incorporacdo do anticorpo em lipossomos, pois estes ajudam na preservacdao da
estrutura da biomolécula, e (ii) o uso de técnicas de adsorcio que ndo comprometem a

atividade das biomoléculas * 3334

, como a técnica camada por camada LbL e LB.
2.2 Filmes camada por camada ou Layer-by-Layer (LLbL)

Desenvolvido por Decher e colaboradores na década de 90, a técnica se tornou um dos
principais métodos para a fabricagdo de filmes nanoestruturados. Inicialmente se baseava na
adsorcdo sequencial de policdtions e polidnions, atualmente tem empregado uma grande
variedade de espécies carregadas que vao desde espécies bioldgicas a espécies organicas e
inorganicas (3539

A fabricacdo das multicamadas com a técnica LbL pode ser feita manualmente e é
relativamente simples, a qual requer apenas a utilizacdo de béqueres contendo as solucdes de

© s cAs . L. . 4 A ..
policdtion e polidnion, preferencialmente soldveis em dgua . A deposicio dos materiais

pode ser resumida da seguinte maneira: 1) imersdo do substrato na solu¢do do polianion, 2)
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lavagem em dgua ultrapura e secagem (a lavagem ¢é realizada para remover o excesso de
material que ndo adsorveu e evitar a contamina¢do da solu¢do seguinte) 411 3) imersdo na
solugdo de policdtion, 4) lavagem em dgua ultrapura e secagem. O processo pode ser repetido
de acordo com a espessura e arquitetura desejada. A Figura 5 (A) ilustra o processo de
deposicao das multicamadas. Neste exemplo, o crescimento do filme € regido por forcas
couldmbicas entre o polication e polianion, contudo, a constru¢do dos filmes nanoestruturados
ndo se restringe apenas as interacdes eletrostaticas, a sua formacdo também pode ocorrer por
meio de interagdes secunddrias, tais como: ligagdes de hidrogénio e forcas de van der Waals

[41, 42]

Figura 5: (A) Representacdo esquemadtica do processo de deposicdo do filme LbL sobre um substrato s6lido. (B)
Tustracdo idealizada do filme LbL de polieletrélitos, sendo as etapas 1 e 3 a representacdo da adsor¢do do
polidnion e do polication, respectivamente, e as etapas 2 e 4 os procedimentos de lavagem.

1) Polidnion
_—
2) Lavagem

3) Polication
—

4) Lavagem

Fonte 5: Figura adaptada de Decher, G. 40,

Além de ser relativamente barata, a técnica permite a combinacdo sinérgica entre
materiais distintos e o controle da rugosidade, porosidade e espessura das multicamadas
formadas, que podem variar de 5 a 100 A, dependendo das condicdes de adsorgdo (pH, forca

A ~ P 43, 44 p
i0nica e concentracdo) e da massa molar dos materiais utilizados : 1 Outra vantagem esta
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na sua utilizacdo para desenvolver nanoestruturas biolégicas, pois o processo de fabricagdo
pode ser feito em condicdes brandas, com controle de pH, temperatura e forca idnica,

. .. o, . . , . 43,45
evitando a perda da atividade biolégica de enzimas, antigenos e anticorpos, entre outros >+,

2.3 Modelos de membrana biologica e lipossomos

As membranas bioldgicas sdo constituidas por uma bicamada lipidica 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 bioldgica sdo:
fosfolipidios, esfingolipidios e colesterol; tais constituintes ndo estdo ligados covalentemente
entre si e permitem que a membrana seja flexivel 461 Como se pode observar na Figura 6,
algumas proteinas, glicoproteinas e glicolipidios podem se inserir de forma covalente ou por

. . ~ . < q - e g . . . ~  [4
meio de interacdes intermoleculares 2 bicamada lipidica, garantindo a sua funcionalizagio ! 2

Figura 6: Representagdao do modelo da membrana celular.

licolipidios _  Fxterior da

/ membrana celular

Interior da
membrana celular

da proteina de citoesqueleto

Fonte 6: Disponivel em : <http://schoolbag.info/biology/humans/4.html>. Acessado em: 11 de Agosto de 2015.
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A membrana celular € um sistema complexo e, por isto, € amplamente estudada em
termos de suas propriedades fisico-quimicas e funcionais. Para tais estudos sao desenvolvidos
modelos simplificados de membranas que mimetizam a membrana celular e, dentre estes, se

. 47
encontram os lipossomos 147,

Os lipossomos foram descobertos pela primeira vez por Alec Bangham e colaboradores,
em 1964 ¥ a0 estudarem a difusdo de fons através de uma membrana lipidica artificial. Tais
estruturas sio formadas a partir de agregados de fosfolipidios, que sdo moléculas com cariter
anfifilico, ou seja, possuem uma regido hidrofilica que pode ter cargas positivas, negativas ou
possuir as duas cargas em diferentes localizagdes e, neste caso, o fosfolipidio é denominado
zwiteridnico, e outra regido hidrofébica composta de uma cadeia de dcido graxo 91 Quando
estas moléculas sdo dispersas em solucdo aquosa e € fornecida energia e agitacdo, elas se

organizam formando vesiculas aquosas compostas de uma ou mais bicamadas lipidicas, como

ilustrado na Figura 7.

Figura 7: Representagio da estrutura do fosfolipidio e do lipossomo.

H,0

A ,J/J_ﬁ Hidrofilica
&% o %

©21q0JOAPIH

Fonte 7: Elaborada pelo autor.
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Os lipossomos podem ser classificados em termos do seu tamanho e nimero de
bicamadas, sendo estes parametros controldveis e dependentes do método de preparagdo,
podendo ser: (i) vesiculas multilamelares grandes (MLV, do inglés Multilamelar Large
Vesicles), que sao facilmente obtidas com a hidratacdo dos fosfolipidios, possuem varias
bicamadas e podem variar entre 400 e 3500 nm, (ii) vesiculas unilamelares grandes (LUV do
inglés Large Unilamellar Vesicles), que apresentam uma Unica bicamada e seu diametro é
superior a 100 nm e (ii1) as vesiculas unilamelares pequenas (SUV do inglés Small
Unilamellar Vesicles) com didmetro entre 20 e 50 nm P!,

Além de estudos como modelo biomimético de membrana, os lipossomos tém sido
utilizados em aplicacOes diversas, como transporte e liberacio de farmacos, cosméticos,
estabilizante de fertilizantes, entre outros °***!. A imobilizagdo de lipossomos em superficies

521 e para estabilizacdo de

sOlidas também estd sento empregada na liberagdo de farmacos
. , . 56, 57 PN e - . ..
biomoléculas em biossensores ! | Neste ultimo, a estabilizacdo ajuda a manter a atividade

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

2.4 Métodos espectroscopicos

24.1 Espectroscopia
A espectroscopia estuda as interagdes entre os diversos tipos de radiagdo e a matéria. O
espectro de radiacdo eletromagnética abrange uma faixa de comprimentos de onda e

A ~ <1 . 58
frequéncias que vdo desde ondas de radio a raios gama °°

, como ilustrado na Figura 8, e é
muito empregado em técnicas de espectroscopia para caracterizar materiais a partir da
interacdo da radiacdo com moléculas de interesse. Como um exemplo de aplica¢do, a radiagdo
pode ser usada para monitorar a deposi¢dao de biomoléculas (enzimas, DNA, anticorpos, entre

outros) em um substrato sélido [56. 591
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Figura 8: Representacdo das regides do espectro eletromagnético.

WUWWWW@}

107 102 102 10t 0% 10" 1pe e 1E 106 10t 102
| 1 1 | Loz visivel ) | | I i L 1

Faios gama Raios X v Infravermelhe | microondas Ondas de radic

T T T I T T I T T T I
0% e+ 102 16N g8 0t 10* 100 10 100wt 10

Comprimento de onda {m)

Fonte 8: Disponivel em:< http://italpro.com.br/eletroimas-blog/entendendo-a-radiacao-eletromagnetica-parte-
PDE2%80%93/>. Acesso em 07 de Agosto de 2015.

Um dos fendmenos de interacdo da radiagdo com a matéria € a absor¢c@o, um processo
pelo qual a energia da radiacdo eletromagnética € transferida para os &atomos, ions e
moléculas. Esta transferéncia faz com que as particulas sejam promovidas de um estado de
energia mais baixo (estado fundamental) para um estado mais energético (estado excitado)
1381 De acordo com a teoria quantica, a absor¢do de radiagdo s ocorre quando a energia de
um féton incidente na amostra € equivalente a diferenca de energia entre o estado
fundamental e um dos estados excitados das espécies absorventes. Como essas diferencas sao
unicas de cada espécie, podem ser usadas para caracterizar constituintes de uma amostra,
através das bandas de absor¢cdo que sdo geradas. Estas bandas s@o representadas em graficos
que relacionam a absorbancia com comprimento de onda ou frequéncia absorvida, como

ilustrado na Figura 9.
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Figura 9: Representacdo da banda de absor¢do da molécula de tirosina.
A

i
OH
8 HO
:g
5 Tirosina
7]
=
<«

v

Comprimento de onda/ nm

Fonte 9: Elaborada pelo autor.

A energia E associada as bandas caracteristicas de uma molécula é constituida pela
soma das energias eletronica (Eeieronica), vibracional (Eyipracionar) € rotacional (Eroscionat),

conforme a Equacdo (3) S

E = E detronica + E vibracional + E rotacional Equacdo (1)

Em que, E nonica € @ energia relacionada aos estados energéticos dos elétrons ligados

da molécula, E ,ipracionas € @ energia associada ao numero de vibragdes interatdmicas e E
, . . L ) (58]
rotacional © @ €nergia dos movimentos rotacionais da molécula “'.

Para que ocorra uma transicao eletronica € necessario que o material seja irradiado com

fétons mais energéticos, sendo geralmente empregadas radiacdes na regido ultravioleta e

visivel. A seguir serd apresentada a técnica de espectroscopia de absorcao no ultravioleta e no

visivel.
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2.4.2 Espectroscopia de absorcao UV-vis

A espectroscopia de absor¢do UV-vis abrange comprimentos de ondas tanto da regido
do visivel quanto da radiagdo ultravioleta (190 a 780 nm) do espectro eletromagnético B8 0
método de espectroscopia nesta regido € amplamente utilizado para determinacio quantitativa
de moléculas organicas e inorgédnicas em solugdo. Isto é possivel porque quando a molécula
absorve radiagdo no UV-vis ocorre uma transi¢ao eletronica envolvendo os elétrons que
participam da ligacdo entre os atomos (7 € 6) e os elétrons que ndo participam da formagao da
ligacdo (n). Portanto, € necessdrio que a molécula contenha grupos croméforos, grupos
insaturados, como por exemplo C=C, responsaveis principalmente pelas transi¢des T — n* e
n — qo* P8

A absorcdo molecular (A) obedece a Lei de Beer, em que estdo envolvidos conceitos de
transmitancia (T) ou caminho 6ptico () e a concentracdo da substincia que serd analisada (c).
Assim, quando um feixe de luz monocromético com intensidade Py incide em uma cubeta
com espessura b contendo a solucdo com concentracio ¢, uma parte deste feixe € absorvido
pelas moléculas presente na solucdo e a outra parte (P) atravessa a solucdo. A relagdo entre a
intensidade de luz ndo absorvida com a intensidade absorvida (P/Py) é a transmitancia T e o

logaritmo do inverso da transmitancia € a absorbancia (A), como esquematizado na Figura 10.

Figura 10: Representacdo esquematica dos componentes principais da lei de Beer.

b

P S

=

T=PyP | Equagdo (2)

A=log P/Py Equagdo (3)

Fonte 10: Figura adaptada de Skoog, Holler e Nieman %,



17

De acordo com a lei de Beer (Equacdo 4) a absorbancia (A) € proporcional a

concentracao (c) das moléculas absorventes.

A= gbc Equacdo (4)

Em que € ¢é a absortividade molar, » € o caminho percorrido pela radiacdo e ¢ € a
concentracdo da espécie absorvente.

Portanto, € possivel empregar a espectroscopia UV-vis para caracterizar ndo somente
solugdes, mas também verificar a adsor¢do de moléculas e biomoléculas em um substrato
solido, neste sentido, o método poder ser utilizado na caracterizagdo de filmes

nanoestruturados de materiais diversos.

2.4.3 Espectroscopia de absorcao no infravermelho com transformada de

Fourier (FTIR)

A espectroscopia FTIR estuda a interacdo da matéria com a radiagdo na regido do
infravermelho e € uma ferramenta muito utilizada na caracterizacdo de materiais que
compdem, por exemplo, filmes. A técnica permite a identificacdo de grupos funcionais, a
obtenc¢do informagdes sobre os mecanismos de interacOes entre os materiais depositados e a

o [60]
organizacao molecular .

Quando uma amostra € exposta a uma radiacao na regido do infravermelho que pode ser
absorvida, ha a variagdo do momento de dipolo das moléculas e consequentemente surge um

. . - ~ . - 58
movimento de vibragio ou rotagio em torno das suas ligacdes .

Para as ligacOes
moleculares seis modos de vibracdo sdo possiveis: estiramento simétrico, estiramento
assimétrica, deformacdo angular simétrica no plano, deformacdo angular simétrica fora do

plano, deformacdo angular assimétrica fora do plano, deformagdo angular assimétrica ao

plano °®. A Figura 11lilustra os modos vibracionais.
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Figura 11: Representacdo dos modos vibracionais de uma molécula. Os sinais + e — indicam os movimentos
perpendiculares ao plano da pagina.

;X T

Estiramento simétrico Deformacio angular
simétrica no plano

¥ o¥ ¥

Deformacio angular
Deformacio angular assimétrica no plano
assimétrica fora do plano

Estiramento assimétrico

Deformacio angular simétrica
fora do plano

Fonte 11: Adaptada de Skoog, Holler ¢ Nieman "%,

Dentre os instrumentos que sao usados para espectroscopia no infravermelho, destaca-se
o com transformada de Fourier. Neste, ¢ empregado um processo matemético desenvolvido
por Fourier que converte o interferograma (soma das amplitudes e frequéncias que chegam ao
interferometro) em um espectro que relaciona as intensidades com as respectivas frequéncias,
facilitando a analise da amostra estudada %),

A espectroscopia FTIR vem sendo usada na caracterizacdo de filmes nanoestruturados
para identificar os materiais constituintes do filme, bem como obter informagdes sobre as

. ~ .. . ~ 1,62 4
Interacoes entre oS materiais € a organizacao molecular [61. 62, 63,6 ].

244 Dicroismo Circular
O método de Dicroismo Circular (CD do inglés Circular Dichroism) € um método de
espectroscopia que se baseia na diferenca de absor¢do entre a luz polarizada circularmente a

65
)[]

direita (R) e a luz polarizada circularmente a esquerda (L) "', como mostra a Equagdo 5.

CD=Ar-AL Equacio (5)
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Em que Ag € a absorcdo da luz polarizada a direita e A a absorc¢ao da luz polarizada a
esquerda.

A Figura 12 traz a representacdo das duas componentes circulares da luz polarizada a
direita e a esquerda, bem como a resultante da intera¢do entre as duas (I) e em (II) estd a

representacio do sinal de CD que € gerado com a absor¢ao da luz.

Figura 12: Em (I) (A) as componentes de luz polarizada circularmente a direita (R) e a esquerda (L) com mesma
magnitude resultando na luz polarizada no plano, em (B) as componentes com diferentes magnitudes e a
resultando na polarizagdo eliptica. Em (II) sinal de CD gerado com a absor¢do da luz.

@ |y
—

AA

T

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

(A) B)

A absorcdo da luz circular polarizada s6 ocorre em amostras que apresentam
cromoéforos com centros quirais € o sinal gerado desta absor¢do sdo bandas espectrais que
caracterizam a estrutura de uma molécula. Devido a isto, o método de CD tem sido muito

o . . p ~ . [46, 66, 67]
utilizado em estudos de estrutura de proteinas, anticorpos e peptideos em solucao e
. . . 34, 56, 571 - <
em filmes nanoestruturados aplicados em biossensores . Neste ultimo caso, o0 método
€ empregado para verificar se a conformacao estrutural das biomoléculas é preservada apds a

imobilizacdo na superficie de um substrato.

Para as proteinas, os croméforos de interesse sdo as ligagdes peptidicas, as cadeias

laterais aromaticas dos aminodcidos e as ligagdes dissulfetos, pois absorvem luz em valores

de comprimentos de onda especificos e geram bandas especificas no espectro de CD. A
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absorcdo correspondente as ligagdes peptidicas geram bandas na regido UV entre 240 a 180
nm e indicam a presenca de estruturas secunddrias, como mostra a Tabela 1. J4& as bandas
entre 320 a 260 nm indicam a presenca de estruturas tercidrias, e estdo relacionadas a

~ . . L. . L, . 36
absorcdo da luz pelas cadeias laterais aromaticas dos aminodcidos (561,

Tabela 1: Estruturas secunddrias e os respectivos comprimentos de onda nos espectros de CD. Dados obtidos de
Greenfield, N. 1661,

Estrutura secundaria Comprimento de onda (nm)
a-Hélice 222 e 208
Folha-p 218

Folha-p antiparalela 260

2.4.5 Ressonancia Plasmoénica de Superficie

A técnica de Ressondncia Plasmonica de Superficie, do inglés Surface Plasmon
Resonance (SPR), se desenvolveu gracas aos estudos dos plasmons de superficie realizadas
por Wood, no século XX, e por Otto e Kretschmann, no final dos anos 60. Desde entdo, a
técnica vem sendo utilizada em estudos de interfaces mediante o monitoramento do indice de
refracdo e tem sido aplicada para determinar cinética de associagdo e dissocia¢do, constantes
de interagdes especificas, bem como, alteracdes conformacionais de biomoléculas L68]

Por ser uma técnica muito sensivel tem despertado grande interesse por aplicagdes como

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

69 . ~ . o L.
de marcadores moleculares '’ A seguir serdo descritos os principios basicos da SPR.
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2.4.5.1 Aspectos teoricos da SPR

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

que se propaga na interface entre um metal e um dielétrico [68]

, como por exemplo, metal/ar. A
sua formagdo ocorre quando a energia da luz p-polarizada provoca uma oscilacdo na
densidade de elétrons livres presentes em um filme metdlico, como mostra a Figura 13. O
filme metdlico mais comum € o de ouro, mas outros metais como a prata, o cobre e o aluminio

podem ser usados .

Figura 13: Representacao esquemadtica da oscilacdo da densidade de elétrons livres presentes em um filme
metdlico.

Dielétrico

R VU‘\J

Metal

Fonte 13: Adaptada de """, Disponivel em: < http://web.iitd.aitada c.in/~kkshah/plasmonics.html> Acesso: 12 de
fevereiro de 2016.

A condicdo de ressonancia do PS origina o fendmeno denominado ressonancia
plasmonica de superficie e estd associada a geracdo de uma onda eletromagnética evanescente

na superficie de um filme metalico, que ocorre quando esta superficie € excitada por um feixe

de luz incidente com comprimento de onda apropriado e em um angulo bem definido (721

Para alcancar a condi¢@o de ressonédncia dos plasmons foram criados diferentes sistemas

opticos 168 ¢ a configuracdo mais utilizada em instrumentos de SPR € a de Kretschmann que

se baseia na reflexdo total atenuada ">, Nesta, a luz passa através do prisma de alto indice de

[73]

refracdo e € totalmente refletida na base do prisma e, ao atingir o filme metédlico em um

determinado angulo de incidéncia 0, a energia radiante € transferida para os elétrons livres do
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filme metdlico e uma parte da luz € transferida para os plasmons de superficie que se
propagam na superficie do filme, resultando em um minimo de reflectincia em um

determinado angulo de ressonancia (0spg) [74], como ilustrado na Figura 14.

Figura 14: Em (A) Representagdo do sistema de prisma acoplado para anélise por SPR, onde K, € o vetor de onda
relacionado com o angulo de incidéncia e K, € a constante de propagacdo de PS, e em (B) varredura angular do
sensor SPR mostrando o dngulo minimo de reflexdo Ogpr_je com a adsor¢io de uma nova camada Ogpg.,.

(4)
(B)
K2 A
R
Fotodetector
Fonte de Luz
‘_Prisma
Filme metilico
—d /\ﬂ\-' Metal/dielétrico ¢ i
Ksp
SP

| Kx = Ksp = excitacdo do SP |

Fonte 14: Figura adaptada de "',

O angulo de ressonancia € dependente das constantes dielétrica do metal, do prisma e do
meio. Devido a esta dependéncia, qualquer modificacdo na superficie do sensor, causard
mudancas no seu indice de refracdo, e consequentemente serd necessaria uma mudanga no
angulo de incidéncia da radiacdo para que ocorra a condi¢do de ressondncia plasmoOnica de
superficie. Portanto, é possivel aplicar o fendmeno de SPR para monitorar alteragdes na

superficie de um sensor.

2.5 Métodos eletroquimicos
2.5.1 Voltametria Ciclica (VC)

A técnica de voltametria ciclica é uma técnica eletroquimica muito utilizada para

andlises qualitativas e quantitativas de determinadas espécies estudadas. As informacdes sdo
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obtidas com o auxilio de uma célula eletroquimica contendo eletrodos imersos em uma
solucdo suporte acoplados a um equipamento denominado potenciostato, como mostra a
Figura 15. Tais eletrodos consistem em: (i) eletrodo de trabalho, (ii) eletrodo de referéncia, o
qual pode ser de calomelano saturado (ECS), prata/cloreto de prata, entre outros, e (iii) contra

eletrodo 7% 77!,

Figura 15: Representacdo de uma célula eletroquimica com trés eletrodos, sendo (A) contra eletrodo, (B)
eletrodo de trabalho, (C) eletrodo de referéncia.

=
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(B)
(4)

AN J

Fonte 15: Elaborada pelo autor.

Para obter informacdes sobre as espécies eletroativas presentes na solucdo € aplicada
uma diferenga de potencial entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia e entdo, o
sinal de resposta é a corrente que surge entre o eletrodo de trabalho e o contra eletrodo ", O
potencial aplicado € varrido linearmente com o tempo no eletrodo de trabalho, como
representado na Figura 16 (A). Neste caso, inicialmente € aplicada uma rampa de potencial
linear, por exemplo, de -0,8V a +0,8 V, posteriormente, ocorre a inversdao na dire¢do da
varredura iniciando em +0,8 V a -0,8 V originando um ciclo, que pode ser repetido vérias
vezes. O sinal € registrado em um grafico denominado voltamograma, como mostrado na

Figura 16 (B), que relaciona a corrente gerada com o potencial aplicado, sendo possivel
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identificar os potenciais de oxidacdo e reducdo de espécies que sofrem reacdes redox, bem

. . . ~ 4 76
como, relacionar a intensidade da corrente com a concentracdo destas espécies 761

Figura 16: Em (A) sinal de excitacdo empregado em voltametria ciclica e em (B) voltamograma que representa
a variagdo de corrente com o potencial aplicado.
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Fonte 16: Figura adaptada de Skoog, Holler e Nieman 761

2.5.2 Espectroscopia de Impedancia eletroquimica (EIE)

A técnica de Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica (do Inglés electrochemical
impedance spectroscopy- EIS) fornece os valores de impedancia (Z) de um sistema através da
aplicacdo de um estimulo elétrico 781 No procedimento padrdo, o sistema € estimulado com
um potencial alternado do tipo senoidal e € medida a parte real (Z’) e a parte imaginaria (Z”)

7% 24 "0 resultado dessas medidas é

da impedancia complexa em funcdo da frequéncia
representado em um grafico denominado espectro de impedancia, que também é chamado de

diagrama de Nyquist, ilustrado na Figura 17. Para andlise dos resultados sdo utilizados

modelos matemadticos e modelos de circuitos elétricos, e a partir dos espectros de impedancia,
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€ possivel obter informagdes de processos que ocorrem no sistema, tais como: transporte de

cargas, dupla camada elétrica, condutividade de filmes, difusdo de cargas, entre outros

[68]

Figura 17: Representacdo de um circuito equivalente e a sua resposta, onde os processos em (A) ocorre em altas
frequéncias e (B) em baixas frequéncias.
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Fonte 17: Tlustragcdo adaptada de

[80]
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R,

Circuito Equivalente

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

modificados, pois fornece uma visdo detalhada das caracteristicas elétricas da interface

eletrodo/solugdo *” **!. Devido a isto, tem sido amplamente empregada na caracterizacio de

biossensores, principalmente para analisar a interacdo especifica do analito com a

biomolécula imobilizada na superficie do eletrodo como, por exemplo, a interacdo do

antigeno e anticorpo.
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CAPITULO 3

Neste capitulo serdo apresentadas as informacgdes sobre os materiais e a descricdo da

metodologia utilizada na fabricagdo e caracterizacdo dos filmes nanoestruturados.

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Materiais
O anticorpo Anti-PSA policlonal do tipo IgG, produzido no coelho, foi adquirido
comercialmente da Sigma-Aldrich, 100 pg em tampao fosfato salino (phosphate buffered
saline - PBS), 150 mmol.L! de NaCl, pH 7,4, com concentragdo de aproximadamente 1
mg.mL’l.

O antigeno prostatico especifico (Prostate Specific Antigen ou PSA) de s€men humano
foi adquirido da Sigma-Aldrich com grau de pureza > 95%, 25 pg em tampao fosfato salino,
pH7,5.

O fosfolipidio de carga negativa dipalmitoilfosfatidil glicerol DPPG (/,2- dipalmitoyl-
sn-glicero-3-phospho-(1’-rac-glycerol) (sal de sédio) com massa molar de 744,96 g.mol'1 foi
obtido comercialmente da Avanti Polar Lipids com grau de pureza > 99%.

Os polieletrdlitos catidnicos poli(alilaminahidroclorada) (PAH), (MW= 15.000 g.mol'1
(60 ¢ pKa da cadeia lateral de 8,5 — 9 [81]), o poli(etilenoimina) (PEI), (50% m/V em &gua,
MW= 600.000 -1000.000 g.mol" e pKa de 8,2 - 9,9) !, o polieletrdlito anidénico poli(vinil
sulfato de sddio) (PVS) (25% m/V em 4gua) e a 4cido 11-mercaptoundecandico (11-MUA)
(95% de pureza, MW= 218,36 g mol™), todos adquiridos da Sigma-Aldrich.

Proteina do soro bovino, (do inglés bovine serum albumin- BSA) obtida da Sigma-
Aldrich com grau de pureza > 98%.

A Figura 18 ilustra as estruturas quimicas do fosfolipidio DPPG, dos polications PAH e

PEI, do polianion PVS e a estrutura do antigeno PSA.
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Figura 18: Ilustrag@o das estruturas quimicas do fosfolipidio DPPG, do antigeno PSA, do anticorpo Anti-PSA,
dos polications PAH e PEI e do polidnion PVS.
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3.2 Soluc¢ao tampao PBS

O tampao fosfato salino (phosphate buffered saline - PBS) pH 7,4 com concentra¢io

de 5 mmol.L"! foi preparado com o fosfato de potassio monobasico (K,HPOy) 1,5 mmol.L"

juntamente com o fosfato de sddio dibasico (Na,HPOjy4) 3,5 mmol.L! e 7,5 mmol.L! de

cloreto de sddio (NaCl) dissolvidos em &4gua ultrapura proveniente do sistema Sartorius

(resistividade 18,2 MQ e pH~5,7). O tampdo PBS foi utilizado para preparar todas as

solucdes, exceto para preparacdo da solucdo de dcido 11-mercaptoundecandico, e também foi

utilizado como solugdo de lavagem no processo de fabricacdo dos filmes nanoestruturados.

3.3 Solucao dos polieletrolitos

Os policdtions PAH, PEI e o polidnion PVS foram preparados na concentragdo de 1

mg.L" em PBS, pH 7.4.

3.4 Solucao do anticorpo Anti-PSA livre e incorporado em lipossomos

As solugdes do anticorpo Anti-PSA foram preparadas nas concentragdes de 10 p g.mL'1

eS0u g.mL'1 pela dilui¢do do anticorpo em PBS, pH 7.4.
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Na incorpora¢do do anticorpo Anti-PSA em lipossomos do tipo multilamelar (MLV),
preparados pelo método de sonicacdo, utilizou-se o fosfolipidio DPPG na concentragdo de 1
mmol.L™". O lipossomo de DPPG foi escolhido ndo s6 por ser um dos mais estudados como
modelo de membrana, mas também por apresentar grupos carregados negativamente em pH
~7,0, o que facilitam a fabricacdo dos filmes automontados.

Os lipossomos foram preparados de acordo com Moraes et. al B modificando apenas a
etapa de hidratagdo. Para isto, o fosfolipidio foi solubilizado em metanol (QHEMIS) e
cloroférmio (VETEC) na proporcao 1:7 (V/V) (etapa A na Figura 19), em seguida, o solvente
foi evaporado com nitrogénio (N;) (etapa B na Figura 19). Apos a evaporacdao do solvente,
formou-se um filme fosfolipidico na parede do tubo de vidro (etapa C na Figura 19) que foi
hidratado com a solu¢do de anticorpo Anti-PSA por duas horas no ultrassom (25 kHz) (etapas

D e E na Figura 19). As etapas estdo ilustradas na Figura 19.

Figura 19: Representag@o do processo de incorporagdo do anticorpo Anti-PSA em lipossomos. Em (A)
fosfolipidio solubilizado em solvente orgénico, (B) evaporagdo do solvente, (C) formagdo do filme fosfolipidico,
(D) adig¢ao da solucdo de Anti-PSA e (E) agitag@o ultrassdnica.
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Fonte 18: Elaborado pelo autor.
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3.5 Solucao do PSA

O antigeno de PSA foi preparado em diferentes concentracdes (0,25 a 25 ng.mL'l) em tampao
PBS, pH 7,4. A solu¢dao de PSA foi utilizada na caracterizagdo eletroquimica, espectroscopia
de impedancia eletroquimica e ressonancia plasmonica de superficie para verificar a interacao

antigeno-anticorpo.

3.6 Limpeza dos substratos

3.6.1 Substrato de quartzo
Os substratos de quartzo, utilizados nas caracterizacdes espectroscopicas dos filmes
LbL, foram previamente limpos com acetona (QHEMIS), lavados em &4gua ultrapura e

submetidos a um tratamento de hidrofilizacao 341

, no qual foram imersos em uma solugdo
basica composta por NH4sOH:H,0,:H,O, seguindo a razdo 1:1:5 (V/V/V), por 10 min a 80°C,

lavados em dgua ultrapura, imersos em uma solucao dcida composta por HCI:H,0,:H,0, na

razdo 1:1:6 (V/V/V) por 10 min a 80° C, e lavados novamente com agua ultrapura.

3.6.2 Substrato de CrAu
3.6.2.1 Caracterizacoes eletroquimicas

Para as caracterizacOes por voltametria ciclica e espectroscopia de impedancia
eletroquimica foram utilizados os substratos de vidro recoberto com cromo e ouro (CrAu). Os
substratos CrAu foram preparados no Grupo de Polimeros do IFSC-USP, pela profa. Dra.
Debora Terezia Balogh por meio da técnica de Sputtering. Antes de sua utilizagdo, os
substratos foram imersos em alcool isopropilico (QHEMIS), sob agitacdo ultrassonica (25
kHz) por 30 min, lavados com dgua ultrapura, submetidos a 4 ciclos de VC entre os potenciais
de -0,7 a 0,7 V vs. ECS com v=50 mV s em solu¢do de H,SO4 10 mmol L! e, novamente

lavados com dgua ultrapura.



30

3.6.2.2 Caracterizacoes por SPR

O sensor de SPR foi obtido de BioNavis, constituido por um vidro recoberto com um
filme fino de Au. A superficie do ouro foi hidrofilizada de acordo com a metodologia de
Miyazaki, et al. (2016) [57], usando uma solugdo béasica composta por NH4OH:H,0,:H,0,
seguindo a razdo 1:1:5 (V/V/V), por aproximadamente 15 min a 80°C, e posteriormente lavado

em 4gua ultrapura.

3.6.2.3 Funcionaliza¢ido da superficie do ouro com 11-MUA
A superficie do ouro foi funcionalizada com uma monocamada automontadas (SAM) de
acido 11-mercaptoundecandico (11-MUA) a fim de se obter uma melhor deposicdo 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 solu¢do de 11-MUA, com concentragdo 20
mmol.L™ em etanol por aproximadamente 16 h, seguido da lavagem com etanol e agua

ultrapura. O esquema do processo de funcionalizag@o estd representado na Figura 20.

Figura 20: Ilustragdo do processo de funcionalizacdo do eletrodo CrAu com 11-MUA.
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Fonte 19: Elaborado pelo autor.
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3.7 Caracterizacao por Dicroismo Circular

A técnica de espectroscopia de dicroismo 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 andlises de CD foram realizadas utilizando uma célula de quartzo de 1 mm de
percurso Optico em um Espectrometro de Dicroismo Circular J-815 (Jasco Inc., Tokyo,
Japdo), com largura de banda de 1 nm, tempo de resposta 0,5 s e velocidade de digitalizacdo
de 100 nm.min™, no Instituto de Quimica IQ-UNESP Araraquara. Os espectros de CD foram

obtidos através da média de oito verificagoes.

3.8 Cinética de crescimento do filme nanoestruturados.

O tempo méximo de adsor¢do dos lipossomos de DPPG contendo o anticorpo Anti-PSA
incorporado foi determinado pela adsor¢do de uma dnica camada de Anti-PSA+DPPG
alternado com PAH em funcdo do tempo de imersdao do substrato na solu¢do de Anti-
PSA+DPPG, como ilustra a Figura 21, que pode ser monitorado pelos espectros de
absorbancia do filme. Antes de iniciar a deposic@o, construiu-se sobre o substrato de quartzo
um colchdo, composto por duas bicamadas de polieletrélitos PAH e PVS alternados entre si.
A adsor¢do das duas bicamadas de colchdo se d4 por meio de interacdo eletrostética entre as
cargas positivas (NH3;") do PAH e negativas (SO;) do PVS, sendo este procedimento

81 Assim

realizado para minimizar os efeitos do substrato sobre as camadas adsorvidas |
sendo, mergulhou-se o substrato na solu¢do de PAH por 3 min, depois o mesmo foi imerso na
solucdo de lavagem (PBS, pH 7,4) por 30 s e depois secado com gés nitrogénio. Em seguida o

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

lavagem por 30 s e secado.
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Figura 21: Representacdo esquematica da deposi¢do de uma tnica camada de lipossomo com anticorpo Anti-
PSA sobre o colchdo (PAH/PVS).

Fonte 20: Elaborado pelo autor.

3.9 Fabricacio dos filmes nanoestruturados

O Anti-PSA, livre e incorporado em lipossomos de DPPG, foi imobilizado através da
técnica LbL com diferentes polications (PAH ou PEI), a fim de se verificar a melhor
deposi¢do do anticorpo no substrato sélido. A Figura 22 ilustra as etapas de fabricacdo do
filme nanoestruturado: para minimizar os efeitos do substrato, depositou-se uma bicamada de
colchdo, alternando o policition PAH ou PEI com o polidnion PVS (ilustrado em A). Para
isto, o substrato foi imerso na solu¢do de policition por 3 min, depois foi lavado por 30 s
PBS, pH 7,4, em seguida foi imerso na solu¢@o de polidnion por mais 3 min e lavado por 30
segundos. Em (B), apds a deposi¢do do colchdao mergulhou-se o substrato na solucdo de
polication PAH ou PEI por 3 min, em seguida lavou-o por 30 s em PBS, pH 7,4 depois o
substrato foi imerso na solu¢do 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 solugdo de lavagem por 30 s. O tempo de 3 min de imersao do substrato na solucdo
contendo anticorpo Anti-PSA em lipossomos foi determinada através da cinética de
crescimento descrita no item 3.8. J4 o tempo de 10 min foi baseado nos trabalhos do Grupo de
Pesquisa Nanociéncia e Nanotecnologia Aplicada em Sensoriamento (GPNNS) 1% 9% 96-37

A cada camada depositada, o filme foi secado com gds nitrogénio e foram realizadas

medidas no espectrofotdmetro UV-vis e no SPR para verificar a deposicdo dos materiais.
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Figura 22: Representacdo esquematica do processo de fabricacdo dos filmes LbL. Em (A) deposi¢do do colchdo
e em (B) deposi¢do do anticorpo.
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Fonte 21: Elaborado pelo autor.

3.10 Caracterizacao 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 pL da solug@o sobre o substrato de seleneto de zinco (ZnSe) e a
solugdo foi evaporada a temperatura ambiente 25°C. Os filmes LbL foram depositados sobre
ZnSe como descrito no 3.9. Apds a deposicao dos filmes, as medidas de transmitancia e
reflexdo foram realizadas no Grupo de Polimeros Bernhard Gross, do Instituto de Fisica da

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

3.11 Caracterizacao por Voltametria Ciclica
A detec¢do do antigeno de PSA pelos filmes nanoestruturados contendo o anticorpo
Anti-PSA em lipossomos foi caracterizada por voltametria ciclica (VC) através de um

potenciostato Autolab modelo PGSTAT 30 acoplado a uma célula eletroquimica de 15 mL
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contendo trés eletrodos. Como eletrodo de referéncia (ER) utilizou-se calomelano saturado
(ECS) Hg/Hg,Clo/KClsat.), como contra eletrodo (CE), uma lamina de platina com drea de 1
cm? e, como eletrodo de trabalho (ET), os filmes nanoestruturados depositados sobre o
eletrodo de CrAu modificado com 11-MUA, com darea de 0,42 cm?®. As medidas foram
conduzidas em tampdo PBS, pH 7.4, na auséncia e presenca de antigeno PSA. Para isto, 35uL
da solucdo de PSA foi espalhada sobre o eletrodo CrAu modificado com 11-MUA, contendo
o filme nanoestruturado (PEI/Anti-PSA+DPPG)s contendo cinco bicamadas. O antigeno foi
incubado por 10 min, lavado com tampao PBS e submetido a 3 ciclos entre -0,2 € 0,6 V vs.

ECSal0mVs™.

3.12 Caracterizacao por Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica

A espectroscopia de impedancia eletroquimica foi utilizada para estudar a interacdo do
antigeno PSA com o anticorpo Anti-PSA livre e incorporado em lipossomos de DPPG
presentes nos filmes LbL.

As medidas foram realizadas no Grupo de Polimeros do IFSC-USP, em colaboracao
com o Pds-doutorando Flavio Makoto Shimizu. Foi utilizado um potenciostato AUTOLAB
PGSTAT302N acoplado a uma célula eletroquimica contendo trés eletrodos, igual a que foi
descrita no item 3.10. Primeiramente realizaram-se medidas dos eletrodos contendo os filmes
(PEI/Anti-PSA)s e (PEI/Anti-PSA+DPPG)s ausentes de antigeno e, posteriormente, incubado
com diferentes concentracdes de antigeno PSA. Todas as medidas foram realizadas na
presenca de uma solugdo de ferricianeto de potéssio, Ks;[Fe(CN)s] (10 mmol.L'l) solubilizado
em solucdo de KCI (0,5 mmol.L™") e diluido em tampdo PBS, pH 7,4, na proporcio 1:1 (V/V).
Foi empregada uma variacdo na frequéncia de 0,1 Hz a 100 kHz, com amplitude de 10 mV e

sob um potencial de circuito aberto (OCP).



35

3.13 Caracterizacao por Ressonincia Plasmonica de Superficie

A técnica de ressondncia plasmonica de superficie foi utilizada com o intuito de
verificar, através da variacdo do dngulo de SPR (Ospr), a deposicao 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 interacdo do antigeno PSA com o anticorpo Anti-PSA presente nos
filmes através do sensograma que relaciona a varia¢dao do angulo SPR com o tempo.

As medidas foram realizadas a 20°C no equipamento SPR Navi TM 200, da BioNavis,
utilizando os dois lasers de 670 e 785 nm para excitagdo 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/PBSn 74) empregando como fonte de
radiacao dois lasers.

O estudo da interacdo do antigeno PSA com o anticorpo Anti-PSA imobilizado nos
filmes foi investigado por meio da variacao do angulo de SPR com o tempo. Para isto, foi
utilizado o laser de comprimento de onda 670 nm e as seguintes etapas foram realizadas: (1)
ap6s a imobilizagdo das bicamadas de filmes, foram desativados os sitios ativos ndo
especificos injetando na célula de fluxo BSA na concentracao 0,005 mg.mL‘l, usando um
fluxo de 10 pL.min'l; (11) realizou-se a lavagem usando um fluxo de 10 pL.min‘1 de tampao
PBS, pH 7,4 a fim de remover o excesso de BSA ndo adsorvido; (iii) injetou-se na célula de

fluxo 250 uLL de PSA nas concentracoes 1 ng.mL'1 e 3 ng.mL".
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CAPITULO 4

Neste capitulo serdo apresentados os resultados e a andlise das caracterizagdes
espectroscopicas e eletroquimicas dos filmes nanoestruturados contendo o anticorpo Anti-

PSA, livre e incorporado em lipossomos de DPPG, para a detec¢do do antigeno PSA.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Caracterizacio da solucio de anticorpo Anti-PSA livre e incorporada em
lipossomos por UV-vis
O anticorpo Anti-PSA possui, dentre outros aminodcidos, o triptofano, o qual apresenta
uma cadeia lateral aromética capaz de absorver luz ultravioleta proximo ao comprimento de
onda (1) de 280 nm. Desta maneira, a solu¢cdo do anticorpo Anti-PSA em PBS e incorporada
em lipossomos e os filmes nanoestruturados contendo o anticorpo adsorvido foram
caracterizados por espectroscopia UV-vis. A solucido de Anti-PSA livre na concentragdo 50
}.lg.mL_l foi preparada em tampao PBS, pH 7.4. A Figura 23 traz o espectro de UV-vis da
solugd@o obtido no intervalo entre 190 e 400 nm, ja o encarte da figura traz uma ampliagdo do

espectro no intervalo de 240 a 350 nm.

Figura 23: Espectro de UV-vis da solucdo de anticorpo Anti-PSA livre em tampao PBS e a estrutura quimica do
aminodécido triptofano.
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Fonte 22: Elaborado pelo autor.
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Pode-se observar uma banda intensa em 197 nm que corresponde a presenca de ligacdes

[84, 85]

peptidicas , além de outras duas bandas: uma em comprimento de onda de 280 nm,

[67]

relacionada a presenga do residuo de aminodcido triptofano e outra em 313 nm, que pode

estar associada a agregacao do anticorpo em solucao (861,

Alguns trabalhos do grupo GPNNS 34.56.57 & outros que estdo publicados na literatura
13- 87 881 t&m mostrado que os lipossomos ajudam a preservar a conformacio estrutural de
biomoléculas e melhoram a sua estabilidade. Diante disto, optou-se também por estudar a
solucdo e os filmes LbL. do anticorpo Anti-PSA incorporado em lipossomos de DPPG. Na
Figura 24 sdo apresentados os espectros da solucdo de lipossomos de DPPG puro, na
concentragdo 10 mmol.L!, e com o anticorpo Anti-PSA, na concentra¢do de 10 ug mL™,
incorporado aos mesmos. O espectro da solu¢do do anticorpo Anti-PSA incorporado aos
lipossomos ndo apresentou as bandas observadas no espectro da solu¢do do anticorpo livre

(Figura 23), o que pode estar relacionada a baixa concentra¢do do anticorpo na solucao (10

ug.mL™) e o espalhamento de luz causado pelo lipossomo.

Figura 24: Espectros de UV-vis da solucdo 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 Caracterizacio da solucio de anticorpo Anti-PSA livre e incorporado em
lipossomos por Dicroismo Circular

Biomoléculas como os anticorpos, podem sofrer agregacdo devido as influéncias do
meio, (tempo de estocagem, temperatura e composicdo do tampao) ou devido ao préprio
processo de obtencdo, e agregacdo pode ser monitorada através de mudancas em suas
estruturas secunddrias "°®. Assim sendo, neste trabalho foram realizadas medidas de CD na
solucdo e nos filmes nanoestruturados de anticorpo Anti-PSA livre e incorporado em
lipossomos de DPPG, a fim de monitorar a estrutura e/ou agregacao.

O anticorpo utilizado neste trabalho é uma imunoglobulina do tipo IgG e seus diferentes
dominios formam estruturas globulares compactas com estruturas secunddrias compostas
predominantes por folhas-f antiparalelas, voltas aleatérias e estruturas folha-B (50 - 60%),
porém ha também uma pequena porcentagem de a-hélices (2-7%) e voltas-f3 [36]

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 minimo em 207 nm, caracteristico de estruturas desordenadas, possivelmente
relacionadas a formacdo de agregados. Quando o anticorpo € incorporado nos lipossomos de
DPPG observa-se um minimo em 215 nm, comprimento de onda préximo ao caracteristico de
estruturas tipo folhas-B, cujo minimo no espectro de CD ocorre em 218 nm % * O
deslocamento de 3 nm pode ser atribuido a contribuicdo das demais estruturas presentes no
anticorpo e/ou presenca de anticorpos ndo incorporados ao lipossomos. E interessante
ressaltar que ambas as medidas foram realizadas com a mesma concentracdo de anticorpo (10
ug.mL']), e, no entanto, verificou-se mudancas bastante significativas nas “intensidades” dos
espectros, o que pode ser mais um indicativo de que os lipossomos estejam favorecendo a

desagregacao do anticorpo, levando a um aumento da estabilidade e manutencdo 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),y e (PAH/Anti-PSA+DPPG),, contendo vinte bicamadas,

no entanto, ndo foi possivel obter os espectros de CD, possivelmente devido a baixa

concentracdo de anticorpo adsorvida na superficie do quartzo.

Figura 25: Espectro de CD da solucdo de anticorpo Anti-PSA livre em PBS, pH 7,4, e incorporado em

CD (mdegree)

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 imersdo que garanta a méaxima adsor¢do do material disperso em solucdo na

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

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

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

UV-vis, no comprimento de onda de 280 nm, caracteristico do anticorpo Anti-PSA devido a

presenca do residuo de aminodécido triptofano.

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

PSA+DPPG em diferentes tempos de imersdo do substrato na solucdo de Anti-PSA+DPPG e
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na Figura 26 (B), o resultado da cinética de deposicao do Anti-PSA+DPPG juntamente com o
polication PAH, no qual foi monitorada a absorbancia em 280 nm com a variagdo do tempo
de imersao do substrato.

Figura 26: (A) Espectros de Uv-vis para diferentes tempos de imersdo do substrato de quartzo com PAH na

solugdo contendo Anti-PSA+DPPG e (B) € a cinética de crescimento que relaciona absorbincia em 280 nm em
funcdo do tempo de adsor¢ao do Anti-PSA+DPPG.
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Fonte 25: Elaborado pelo autor.

Através da cinética de crescimento verificou-se que é necessdrio aproximadamente 180
s de imersao do substrato de quartzo na solugao de Anti-PSA incorporado em lipossomos para
se obter uma camada completa de Anti-PSA+DPPG, visto que a partir deste valor ndo hd
variacdo de absorbancia. O resultado estd em concordincia com os obtidos por Aoki et. al '*

para adsorcao dos lipossomos de DPPG puro com o policition PAH.

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

com PAH e PEI
A deposicao do Anti-PSA livre e incorporado aos lipossomos de DPPG foi investigada
com diferentes policitions (PAH ou PEI), a fim de se verificar a melhor deposicdo do

anticorpo sobre o substrato de quartzo. Foram utilizados diferentes tempos de imersdao do
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substrato nas solu¢des de polications, Anti-PSA livre e Anti-PSA+DPPG, como descrito no
item 3.9.

O ponto isoelétrico (pI) do anticorpo Anti-PSA estd entre 5,5 a 6,9

, portanto, ao ser
diluido em tampao PBS, cujo pH se encontra acima do ponto isoelétrico do anticorpo (pHpgs
7.4), o Anti-PSA fica carregado negativamente, possibilitando a sua adsorcio com
polications, como PAH e PEIL. No caso do anticorpo incorporado em lipossomo, o
crescimento do filme € favorecido pelas interacOes entre os grupos fosfato (PO4™) dos

(891 Contudo, a formagdao dos filmes

lipossomos com os grupos NH;" dos polications
nanoestruturados ndo se restringe apenas as interacdes eletrostaticas, pois, no caso de
biomoléculas, como anticorpos, ligacdes de hidrogénio e interagdes hidrofébicas podem
ocorrer e reger o crescimento do filme [40.81]

O tempo maximo de adsor¢do do lipossomo de DPPG alternado com PEI para a
fabricagdo de filmes LbL € de 10 min. Este tempo foi determinado a partir de uma cinética de
crescimento e vem sendo usado com sucesso em vdrios trabalhos do grupo GPNNS P 5.
71 Portanto, adotou-se este tempo para a construcdo dos filmes PEI/Anti-PSA+DPPG, mas
para constru¢do dos filmes PAH/Anti-PSA+DPPG o tempo médximo de imersdo do substrato
na solu¢do de Anti-PSA+DPPG, quando alternado com policdtion 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);o contendo
10 bicamadas depositadas sobre o substrato de quartzo e na Figura 27 (B) a absorbancia em
280 nm em fun¢do do nimero de bicamadas adsorvidas. Nos espectros da Figura 27 (A),
verifica-se a auséncia da banda préxima a 280 nm (o que também € observado para as demais
arquiteturas de filmes estudadas) e pode estar relacionado a baixa concentra¢do do anticorpo.

Tomando a absorbancia em funcdo do nimero de bicamadas, Figura (B), é possivel verificar

que o filme (PAH/Anti-PSA),p ndo apresenta um bom crescimento, uma vez que a adsorcao
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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 absorbancia, o que pode indicar um possivel

desprendimento e saturacdo do filme.

Figura 27: (A) Espectros de UV-vis do filme LbL de PAH/Anti-PSA com diferentes nimeros de bicamadas e
(B) absorbancia em 280 nm em func¢do do nimero de bicamadas depositadas.
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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 gréifico da absorbancia em funcdo do

nimero de bicamadas do filme. Os espectros de Uv-vis ndo apresentaram absor¢cdo em 280

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

para a solucao de anticorpo Anti-PSA livre (Figura 23), indicando a adsor¢do do anticorpo na

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

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

bicamada. Provavelmente, isto ocorreu devido a pouca interacao entre o polieletrélito PEI e o

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

ter ocorrido um aumento das interacdes secunddrias, o que favoreceu o crescimento do filme.
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Comparado com o crescimento do filme PAH/Anti-PSA, a absorbancia da décima
bicamada de filme PEI/Anti-PSA foi inferior (ABS peyanti-psa = 0,016 € ABS pan/ant-psa =
0,028), contudo o filme possui um crescimento regular apds a terceira bicamada e ndo ocorreu
diminui¢do da absorbancia nem a saturagdo do filme, o que permite a construcdo de filmes

com um numero maior de bicamadas.

Figura 28: (A) Espectros de absorbancia UV-vis do filme LbL de PEI/Anti-PSA com diferentes nimeros de
bicamadas e (B) absorbancia em 280 nm em fun¢do do nimero 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),o depositadas sobre o substrato de quartzo e em (B) a absorbancia em 280 nm
em funcdo do nimero 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 a décima bicamada. Isto pode estar
associado a um rearranjo dos materiais apds a imobilizacdo no substrato sélido, j4 que na
formacdo das multicamadas via técnica LbL estdo envolvidos também processos de relaxacdo

e rearranjo das camadas adsorvidas 41" A absorbancia da décima bicamada foi de 0,045.
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Figura 29: (A) Espectros de absorbancia UV-vis do filme LbL de PAH/Anti-PSA+DPPG com diferentes
nimeros de bicamadas e (B) absorbancia em 280 nm em func¢@o do nimero de bicamadas depositadas.
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Fonte 28: Elaborado pelo autor.

Em comparacdo 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 exce¢do da sexta bicamada. A deposicao satisfatoria pode ser atribuido a presenca dos
lipossomos de DPPG que ficam com seus grupos polares carregados negativamente e
apontados para a solucdo em pH 7.4, o que favorece as interacOes eletrostaticas com o
policétion e consequentemente favorece o crescimento do filme o1, Segundo Aoki et. al 89 a
deposicao de lipossomos de DPPG alternado com PAH ¢€ facilitada pelas interagdes
eletrostaticas entre os grupos NH;" presente na estrutura do PAH e o grupo PO,” dos
fosfolipidios DPPG, possibilitando uma melhor adsor¢@o na superficie do substrato.

A Figura 30 traz em (A) os espectros UV-vis do filme (PEI/Anti-PSA+DPPG);
contendo 10 bicamadas e em (B) o regime de crescimento do filme que relaciona a

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

O filme PEI/Anti-PSA+DPPG apresentou crescimento regular, que tende a saturagcdo
apos a oitava bicamada, a absor¢do da décima bicamada foi de 0,15, valor superior a do filme
PAH/Anti-PSA+DPPG. Neste caso, a maior adsor¢do do anticorpo incorporado no lipossomo
pode ser atribuida a estrutura do PEI que é ramificada, como apresentada na Figura 18, e
possui varios grupos amina protonados em solucdo, o que ajuda a aumentar a interagdo com

os grupos fosfato dos lipossomos.

4.5 Caracterizacio 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 fabricacio do filme, como o colchdo
(PEI/PVS) e a camada ativa (PEI/Anti-PSA). A Figura 31 apresenta os espectros FTIR no
modo transmissdo e a segunda derivada do espectro de transmissdo para os filmes casting dos
constituintes do colchdo. A segunda derivada foi usada para revelar os picos encobertos no

espectro original e facilitar as andlises. As bandas observadas no espectro do PEI podem ser
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divididas em 3 grupos 21 (1) Grupo de frequéncias associados aos estiramentos C-N e a

deformacdes C-H, e podem ser observados entre 900 e 1300 cm™. Como a forma de PEI
utilizada apresenta um grande nimero de cadeias laterais também contendo aminas tercidrias,
€ esperado o aparecimento de varios modos vibracionais acoplados ao estiramento C-N da
cadeia principal; (ii) Grupo de vibragdes relacionado com a deformacdo das ligacdes C-C da
cadeia principal e dos grupos C-H, e abrangem a regido de 1300 a 1500 cm™; (iii) Grupo
envolvendo as deformagdes dos grupos N-H, e N-H, que variam entre 1700 e 1500 cm™. Sdo
esperadas bandas de deformagdo das aminas primdrias e secunddrias mais pronunciadas
devido a grande quantidade desses grupos presentes no PEI, mas como a solucdo foi
preparada em PBS, pH 7,4, a metade destes grupos estdo protonados, o que reduz o nimero
de moléculas contribuindo para estes modos vibracionais. O filme do PVS apresentou bandas
caracteristicas do material. Em 1214, 1179 e 1112 cm’! sdo observados bandas relacionadas
1

ao estiramento dos grupos sulfonicos —SO3’, enquanto as bandas em 1044 e 986 cm™ sdo

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

Figura 31: Espectros FTIR no modo transmiss@o 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 transmissdo, revelando
0s picos encobertos no espectro original.
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O crescimento dos filmes LbL contendo camadas de PEI e PVS pdde ser verificado
pelas alteracGes encontradas nas bandas relacionadas ao grupo sulfénico do PVS. A Figura 32
traz os espectros no modo de transmissao € no modo de reflexao dos filmes de PEI/PVS
contendo 5 bicamadas. Este nimero de bicamadas foi escolhido para que houvesse sinal
mensuravel e com pouco ruido nas medidas de FTIR. Analisando o espectro do filme LbL
PEI/PVS no modo transmissdo, verifica-se as bandas em 1208, 1175 e 1098 cm’! que sao
relacionadas ao estiramento do grupo SOs’, e foram deslocadas para menores valores de
nimero de onda em comparacdo com o filme casting do PVS. Isto pode ser atribuido a
interacdo do PVS com o PEI para o crescimento do filme LbL, o qual deve ser governado por
“interagOes fortes” entre os polieletrolitos. No mesmo espectro, outras bandas na regido de
1500 e 1700 cm™ associadas ao PEI foram deslocadas para menores valores de nimero de
onda, além do aparecimento de novas bandas, confirmando que as interacdes quimicas
governam o crescimento desses filmes.

Figura 32: Espectros FTIR no modo transmissao e reflexdo para o filme LbL de PEI/PVS com 5 bicamadas. A
curva vermelha representa a segunda derivada do espectro de transmisséo e reflexo.
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Fonte 31: Elaborado pelo autor.



48

O espectro no modo reflexdo revela bandas que sdo oriundas de grupos quimicos
orientados preferencialmente perpendiculares ao plano do substrato, e mostra um modo
vibracional do PVS em 1223 cm™ até entdo ndo observado no modo de transmissdo. Este
modo deve ser um estiramento assimétrico do grupo SOs". O espectro no modo reflexdo é um
espectro complementar ao modo de transmissao, portanto, confirma o aparecimento de novas
bandas resultante das interacdes quimicas entre PEI e o PVS. Sem essa complementaridade,
pode-se afirmar que algumas bandas apenas trocaram de orientacao no plano do substrato.
Mas com esses dois espectros, fica claro que o aparecimento das novas ligacdes quimicas
governam o crescimento do filme LbL.

Os filmes LbL de PEI/PVS servem como um colchdo 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 nandmetros de
dimensao), diferente de uma cadeia polimérica, fica dificil 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 sera
possivel saber se este material foi ou nido adsorvido. A Figura 33 apresenta os espectros
casting para o Anti-PSA no modo transmissao, e espectros no modo transmissao e reflexao
para o filme LbL (PEI/PVS)s/(PEl/antiPSA);. Nos espectros da Figura 33 aparece uma banda
em 1117 cm” que é atribuida a algum modo vibracional do Anti-PSA. Esse modo esti
presente tanto no espectro de transmissao quanto no de reflexdo do filme contendo Anti-PSA
imobilizado, e € uma evidencia da adsor¢ao do anticorpo no filme. Algumas outras bandas
relacionadas ao filme de PEI/PVS também mudam de posicao e intensidade, revelando que a

adsor¢do do anticorpo ao filme perturba a camada de colchdo previamente adsorvida.
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Figura 33: Espectros FTIR no modo transmisséo e reflexdo para o filme LbL de (PEI/PVS)s/(PEI/Anti-PSA) e
espectro de FTIR do filme casting do anticorpo Anti-PSA. A curva vermelha representa a segunda derivada do
espectro de transmissao e reflexdo.
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Fonte 32: Elaborado pelo autor.

4.6 Caracterizacao dos filmes depositados sobre o sensor de SPR

A técnica de SPR € uma ferramenta muito sensivel para estudar a modificacdo de
superficies, pois se ocorrer qualquer alteracdo no indice de refracdo da superficie sera
necessario uma mudanga no angulo de incidéncia da radiagdo para que ocorra o fendmeno 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 deposicao dos polieletrdlitos, do anticorpo livre e
incorporado em lipossomo sobre o sensor de SPR para um posterior teste como sensor optico
para deteccdo do antigeno PSA. Além disso, através das curvas de SPR que apresenta a
intensidade da radiacdo refletida em func¢do do angulo de incidéncia, determinou-se a
espessura e o indice de refracdo (IR) das bicamadas de filmes usando o software WinSpall

versao 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
superficie 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 fun¢o do angulo de incidéncia, Ospg, das
bicamadas de PEI/PVS e PEI/Anti-PSA depositadas sobre o sensor de ouro modificado com 11-MUA,
monitorado em tampao PBS e temperatura de 20°C. Em (B) curva de crescimento do filme PEI/Anti-PSA
apresentado a varia¢do do angulo, ABspr, em fungdo do nimero 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 funcio do angulo de incidéncia, Ospg, 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 20°C. Em (B) curva de crescimento do filme PEI/Anti-PSA apresentado a
variacao do angulo, ABgpgr, em funcio do nimero de bicamadas.
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Fonte 34: Elaborado pelo autor.

A deposicao da monocamada de 11-MUA provocou uma mudancga no indice de refracdo
da superficie do sensor de ouro e consequentemente causou o deslocamento do pico minimo
de intensidade para maiores valores de angulo de incidéncia, Ospr. O valor foi de 68,625° e
estd proximo do valor obtido por Miyazaki, et. al (68,689°) 57] para a medida em PBS. Ja o
valor de Ospr do mesmo sensor modificado e monitorado em AR foi de 43,089° que € superior
ao valor do ouro puro (~ 43°), comprovando a modificagdo da superficie do sensor com o 11-
MUA. As subsequentes deposi¢cdes do colchdao (PEI/PVS) e das 5 bicamadas dos filmes
(PEI/Anti-PSA) também provocaram mudancas no indice de refragdo da superficie do sensor.
Através das simulacdes com software WinSpall foram obtidos valores de IRpgppys=1,41 +
0,03 e IRpEyani-prsas= 1,47 + 0,07. Estas mudancgas causaram o aumento do angulo de
incidéncia, mostrando que os polieletrélitos e o anticorpo também foram depositados sobre o

Sensor.
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A Figura 34 (B) e a Figura 35 (B) mostram a varia¢do do angulo de SPR (A8spr) em
relacdo ao ndimero de bicamadas imobilizadas. Através dos resultados foi possivel verificar
que em ambos os meios (Ar e tampao PBS), o filme PEI/Anti-PSA apresentou um regime de
crescimento que tende a uma saturagdo apds a terceira bicamada. Em comparacdo com o
mesmo filme depositado sobre o quartzo e caracterizado por UV-vis, Figura 28, verifica-se
regimes de crescimento diferentes para a deposi¢do dos mesmos materiais, 0 que pode estar
relacionado com o tipo de substrato e a presenga da monocamada de 11-MUA depositada no
sensor de SPR.

A partir das curvas de SPR € possivel determinar o indice de refracdo (IR) e a espessura
(d) dos materiais depositados sobre o sensor. Na literatura dois métodos vém sendo
empregados: (1) simulagdo das curvas de SPR obtidas dos materiais depositados € medidos em
dois meios com indice de refragdo diferente, por exemplo, Ar e dgua; (i1) simulacdo das
curvas de SPR dos materiais depositados e medidos com diferentes comprimentos de onda de
radiacdo > *. Desta maneira, a espessura e o indice de refracio 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 excitacdo em 670
nm e dois meios, AR e tampao 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 tampao PBS, respectivamente, e a
curva ajustada (fitting) pelo software (curva em vermelho) que foi usado como base para a
simulacdo das curvas de SPR resultantes da deposi¢do dos demais materiais. Também sdo
apresentados os valores da espessura (nm), indice de refracdo (representado como n tabela) e
o indice 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

estdo préximos dos especificados pela BioNavis, fornecedor dos sensor.
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Figura 36: Simulacéo das curvas de SPR para o ouro modificado com 11-MUA e monitorado em AR (A) e PBS
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Fonte 35: Elaborado pelo autor.

Os valores obtidos com a simulacdo foram tragados em um grafico que relaciona a
espessura, d em nm, com indice de refragdo de cada camada ou bicamada depositada. Os
valores de d e IR foram determinados através da intersec¢do 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: dpg; = 3,08 + 0,08
nm e IRpgr = 143 + 0,02, cujo valor de IR corrobora com o obtido por
SURIYANARAYANAN et al. para um filme self-assembly de PEI depositado sobre
superficie do ouro modificado com 11-MUA [95], dpys=1,10 + 0,05 nm e IRpys= 1,33 + 0,03
e deerani-psay= 2,23 + 0,05 nm e IR @gyanipsay = 1,57 + 0,06. Foi simulado também a
bicamada de PEI/PVS e o valor obtido para espessura foi dpgypys = 4,11 + 0,10 nm que esté
proximo da soma da espessura obtida para cada camada de polieletrdlito depositada

individualmente e indice de refracao foi de IRpgppys = 1,41 + 0,03

Figura 37: Grifico que relaciona os valores simulados de espessura (nm) em funcio 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 estao apresentados os valores de espessura de cada bicamada depositada.
Foram obtidas bicamadas bem finas de material depositado, o que pode ser atribuido a técnica
LbL e aos parametros de solucdo utilizados, onde os polieletrdlitos (1 mg.mL'l) e o Anti-PSA
(10 p g.mL'l) foram preparados em tampdo PBS (5 mmol.L") e pH 7,4. Além disso, observa-
se que a partir da 3* bicamada de PEI/Anti-PSA a espessura diminui muito em relacdo a
primeira e a segunda bicamada, indicando que pouco material é depositado. A espessura total

do filme (PEI/PVS)/(PEI/Anti-PSA)s 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

1? Bic PEI/Anti-PSA 2,23 + 0,05

2? Bic PEI/Anti-PSA 2,72 + 0,06

3? Bic PEI/Anti-PSA 0,80 + 0,10

4° Bic PEI/Anti-PSA 0,78 + 0,02

5% 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 funcdo do
angulo de incidéncia da radiagdo 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 possivel verificar o grande deslocamento do
pico minimo de intensidade para maiores valores de dngulo de incidéncia e o deslocamento da
intensidade da curva de SPR com as sucessivas deposi¢des 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 absorcdo e espalhamento causado por este material dificultam a ocorréncia do
fendmeno de SPR.

Nao foi possivel determinar o indice de refracdo e a espessura do filme de PEI/Anti-
PSA+DPPG usando o software, no entanto, sabe-se que variacdo do angulo e a variacdo da
intensidade estao relacionadas com estes parametros dos materiais depositados, assim sendo, €
possivel inferir que o filme de PEI/Anti-PSA+DPPG € mais espesso do que o filme de
PEI/Anti-PSA, e isto também pode ser atribuido a presencga dos lipossomos de DPPG do tipo

multilamelar que possuem didmetros que podem variar de 100-1000 nm 6l

Figura 38: Curva de SPR apresentando a intensidade em fun¢do do 4ngulo de incidéncia, Ospg, das bicamadas de
PEI/PVS e PEI/Anti-PSA+DPPG depositado sobre o sensor de ouro modificado com 11-MUA, monitorado a
20°C 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 Caracterizacao do filme nanoestruturado depositado sobre CrAu

por Voltametria Ciclica (VC)

A técnica de VC pode fornecer informagdes importantes sobre as mudancas do
comportamento eletroquimico do eletrodo apds cada etapa de fabricagdo do imunossensor.
Nesta etapa do trabalho, a técnica de VC foi utilizada com o propésito de verificar a adsor¢ao
dos materiais na superficie do eletrodo CrAu, para posterior teste como sensor eletroquimico
para a deteccdo do PSA. Para isto, utilizou-se como mediador redox o ferricianeto de potéssio,
K;5[Fe(CN)g] 5 mmol.L"! solubilizado em solucdo de KCl 0,5 mmol.L! e diluido em PBS, pH
7,4, na propor¢ao 1:1 (V/V). Todas as medidas foram realizadas com velocidade de varredura
10 mV.s”, em uma janela de potencial de -0,7 a 0,7 V vs. ECS. A Figura 39 traz os
voltamogramas ciclicos para o eletrodo CrAu puro (i), CrAu modificado com 11-MUA (ii) e

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

Figura 39: (A) Voltamogramas ciclicos do eletrodo CrAu puro (i), CrAu-11-MUA (ii) e CrAu-11-
MUA(PEI/PVS),/(PEI/Anti-PSA+DPPG);s (iii), realizados em solu¢do PBS contendo K;Fe(CN)qs 5 mmol.L"!
diluido na proporcio 1:1 (V/V), com velocidade de varredura de 10 mV s™.
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Fonte 38: Elaborado pelo autor.
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Através da transferéncia de carga do par redox Fe**/Fe* na superficie do eletrodo CrAu
puro é possivel verificar um voltamograma ciclico reversivel, com picos de oxidacdo e
reducdo do ferro bem definidos, como descritos na literatura " A Tabela 3 apresenta os
valores de potencial dos picos anddicos e catédicos (Ep,, € E,.), bem como os valores de
corrente anddica e catddica (I, e I.) obtidas dos voltamogramas ciclicos apds cada etapa de

fabrica¢do do imunossensor.

Tabela 3: Valores de E,, E,, I, e I, obtidos dos voltamogramas ciclicos apresentados na Figura 40.

Eletrodo de trabalho (10 mV.s™) = E,/Vvs. ECS IL/jA E,/Vvs.ECS  I/pA

CrAu puro 0,23 127,50 0,09 -162,00
CrAu-11-MUA 0,28 56,90 0,05 -75,00
CrAu-11-MUA/(PE/Anti-PSA)s 0,23 12,00 0,10 -15,40

Para o eletrodo CrAu puro verificaram-se E,,= 0,23 V e E,=0,09 V, vs. ECS, que
correspondem, respectivamente, aos potenciais de oxidagdo (Fe**/Fe*) e reducdo do ferro
(Fe**/Fe*?) na superficie do eletrodo ®7 0O eletrodo modificado com 11-MUA apresentou um
pequeno deslocamento dos picos redox, além de uma diminui¢do nos valores de corrente
quando comparado com o eletrodo CrAu puro. Esta diminui¢do foi de 44,6% para corrente
anddica e 46,3% para a corrente catodica. Observou-se também que a redug@o no valor de
corrente fol ainda maior apds a imobilizacio do filme LbL de PEI/Anti-PSA+DPPG,
correspondendo a 9,4% para corrente anddica e 12,0% para a corrente catddica, em
comparacao com o eletrodo puro. As diminui¢des nos valores de corrente indicam que tanto o
11-MUA quanto as bicamadas de filme LbL de PEI/Anti-PSA+DPPG foram adsorvidas na
superficie do eletrodo CrAu e causam o bloqueio parcial da transferéncia de elétrons entre o

par redox Fe**/Fe** e o eletrodo.
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4.8 Deteccao do antigeno PSA por diferentes técnicas
4.8.1 Voltametria Ciclica do filme (PEI/PVS)/(PEI/Anti-PSA+DPPG);
O filme nanoestruturado composto por (PEI/PVS)/(PEI/Anti-PSA+DPPG)s foi
estudado como um possivel imunossensor para detec¢do eletroquimica do antigeno PSA. A

Figura 40 mostra uma representacdo do sistema estudado.

.Figura 40: Representacdo esquematica da deteccdo do PSA pelo filme de (PEL/PVS),/(PEl/Anti-

PSA+DPPG)s.
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Fonte 39: Elaborado pelo autor.

As medidas de VC foram realizadas como descrito no item 3.11. Inicialmente
caracterizou-se os eletrodos de trabalho CrAu puro (i), CrAu modificado com 11-MUA (ii) e
CrAu-11-MUA/(PEI/PVS)/(Anti-PSA+DPPG)s (ii1), usado como solucdo suporte o tampao

PBS, pH 7.4, a fim de verificar o comportamento eletroquimico de cada sistema. Os

resultados estdo ilustrados na Figura 41.
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Figura 41: Voltametria Ciclica dos eletrodos, (i) CrAu puro, (ii) CrAu-11-MUA e (iii) CrAu-11-
MUA/(PEI/PVS),/(PEI/Anti-PSA+DPPG)s em PBS, pH 7.4 com velocidade de varredura de 10 mV.s'.

2,0
CrAu
L5 CrAu-11-MUA
’ CrAu-11-MUA/(PEL/PVS),(PEVAnti-PSA+DPPG)s
1,0 (0]
o (i)
g 0,5 / (iii)
1 030* me—————
~
. p—
-0,51
1,0
0,2 0,0 02 0,4 0,6
E/VvsECS

Fonte 40: Elaborado pelo autor.

A deposicdo do 11-MUA e do filme com cinco bicamadas de (PEI/PVS),/(PEI/Anti-
PSA+DPPG)s alteraram o comportamento eletroquimico do eletrodo CrAu puro, resultando
na diminui¢do da drea do voltamograma e na eliminacdo dos picos catédico e anédico em
+0,26 V e +0,3 V vs. ECS, respectivamente. Estas alteracdes podem indicar que tanto o 11-
MUA, quanto o filme nanoestruturado de (PEI/PVS)/(PEl/Anti-PSA+DPPG)s estdo
adsorvidos na superficie do eletrodo de CrAu e provocam o bloqueio parcial da sua superficie.
Comparando o voltamograma do eletrodo contendo o filme (PEI/PVS),/(PEl/Anti-
PSA+DPPG)s com o voltamograma do eletrodo CrAu-11-MUA, verifica-se uma alteracdo de
corrente no potencial de -0,2 V vs. ECS que pode estar associada a presenca do Anti-PSA
adsorvido na superficie do eletrodo. A Figura 42 apresenta os voltamogramas do eletrodo
modificado com (PEI/PVS)/(PEl/Anti-PSA+DPPG)s e incubado por 10 min com 35 pL de
diferentes concentracdes do antigeno PSA. A solu¢do de antigeno PSA deixada em contato
com o filme intensificou a corrente no potencial -0,2 V vs. ECS indicando uma possivel

interacdo entre o antigeno e o anticorpo presente no filme.
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Figura 42: Voltamogramas ciclicos, obtidos em PBS, pH 7,4 com velocidade de varredura de 10 mV.s, do
eletrodo CrAu-11-MUA com o filme (PEI/PVS),/(PEl/Anti-PSA+DPPG); depositado, (A) incubado com
antigeno PSA em diferentes concentragdes e (B) do eletrodo modificado com o filme sem incubacio de PSA.
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Fonte 41: Elaborado pelo autor.

A Figura 43 apresenta o grafico da variacido da densidade de corrente (4j) no potencial
de -0,2 V vs. ECS em func¢do da concentracdo do PSA, nesta também € indicado a zona de
risco (concentracdes acima de 4 ng.mL'l) que indicam possivel diagndstico de cancer de
prostata. Verifica-se que a deteccdo ndo segue um regime linear e tende a saturacdo com o
aumento da concentracdo do antigeno. No entanto, sdo observadas alteragdes na densidade de
corrente para as concentracdes inferiores e superiores a concentragdo de PSA considerada
normal para um individuo saudavel (~ 4 ng.mL'l), indicando a viabilidade do sistema CrAu-

11-MUA/(PEI/PVS)/(PEI/Anti-PSA+DPPG)s como imunossensor de PSA.
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Figura 43: Grafico da variagdo de corrente em -0,2 V vs. ECS em fungo da concentragdo de PSA.
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Fonte 42: Elaborado pelo autor.

O filme (PEI/PVS),/(PEI/Anti-PSA+DPPG)s também foi "incubado" por 10 min com
35 uL de tampdo PBS e, em sequéncia, submetido aos testes de VC, a fim de verificar se as
alteracdes observadas poderiam ser devido a adsorcdo de sais na superficie do eletrodo. O
resultado, mostrado na Figura 44 indica que o tampao ndo contribui para as alteracdes
observadas no comportamento eletroquimico do eletrodo contendo o filme com anticorpo

imobilizado.

Figura 44: Voltamogramas ciclicos, obtidos em PBS, pH 7,4 com velocidade de varredura de 10 mV.s, do
eletrodo CrAu-11-MUA com o filme (PEI/PVS)/(PEl/Anti-PSA+DPPG); depositado e incubado com PBS.
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Fonte 43: Elaborado pelo autor.
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Para confirmar se as alteracdes observadas ndo ocorriam devido a interacdo do antigeno
PSA com os outros materiais que constituem o filme, PEI e lipossomo de DPPG, realizou-se
testes de voltametria ciclica nos filmes CrAu-11-MUA/PEI e CrAu-11-MUA/(PEI/DPPG);
ausentes de anticorpo, apds a incubacdo com 35 uL de antigeno PSA e tampao PBS por 10
min. Os resultados apresentados na Figura 45 (A) e (B) mostram que, em ambos casos, a
incubacdo, tanto com PSA quanto com o tampao PBS, ndo alteraram o comportamento
eletroquimico do filme, o que mostra que as alteragdes de corrente no potencial -0,2 V vs.

ECS s6 ocorrem na presenga do anticorpo Anti-PSA imobilizado no filme LbL.

Figura 45: Voltamogramas ciclicos, obtidos em PBS pH 7,4 com velocidade de varredura de 10 mV.s'l, dos
eletrodos (A) CrAu-11-MUA/PEI e (B) CrAu-11-MUA/(PEI/DPPG); ap6s incubacdo com PBS e com PSA.
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Fonte 44: Elaborado pelo autor.

4.8.2 Espectroscopia de impedancia eletroquimica dos filmes de
(PEI/PVS)/(PEIl/Anti-PSA);s e (PEI/PVS),/(PEI/Anti-PSA+DPPG);
Os filmes LbL de (PEI/PVS),/(PEI/Anti-PSA)s e (PEI/PVS)/(PEl/Anti-PSA+DPPG)s
com cinco bicamadas depositadas sobre eletrodos de ouro modificado com 11-MUA foram
caracterizados por medidas de espectroscopia de impedancia eletroquimica (EIE) realizadas

em solugdo de ferricianeto de potassio, Ki[Fe(CN)s] 5 mmol.L"' solubilizado em soluc¢do de
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KC1 0,5 mmol.L™" e diluido em PBS, pH 7,4, na proporcio 1:1 (V/V). Na Figura 46 (A) pode-
se comparar a mudanca no perfil do diagrama de Nyquist das duas arquiteturas de filmes, em
que sdo observados dois semicirculos para o filme (PEI/PVS),/(PEI/Anti-PSA+DPPG)s,
sendo um deles em altas frequéncias (maiores que 1 kHz) que é referente a processos
6hmicos, ou seja, devido a modificacdo da superficie do eletrodo com o DPPG, e o segundo
em frequéncias intermedidrias (entre 10 e 1000 Hz) que representa a resisténcia de
transferéncia (R() de carga entre a interface e o analito. Os valores de R, foram obtidos no
programa NOVA 1.11.1 pelo ajuste do semicirculo de cada medida. Para a arquitetura
(PEI/PVS)/(PEI/Anti-PSA)s obteve-se R = 160,25 Q que ¢ cerca de 10 vezes maior em
relacdo a resposta do eletrodo de ouro puro Ry = 15,75 Q e 5,5 vezes menor em relagcdo a
(PEI/PVS),/(PEl/Anti-PSA+DPPG)s R, = 887,71 Q. Para as duas arquiteturas foram
realizadas medidas antes e apds a incubacdo com a solucdo de BSA (0,01 mg.mL'l) e o

resultado estd apresentado na Figura 46 (B).

Figura 46: Em (A) Diagrama de Nyquist (-Z” vs. Z’) para os filmes (PEI/PVS),/(PEI/Anti-PSA)s e
(PEI/PVS),/(PEI/Anti-PSA+DPPG)s antes e apds incubacdo em solugdo de BSA, medidas em K;[Fe(CN)¢] 5
mmol.L"' solubilizado em solucdo de KC1 0,5 mmol.L"' e diluido em PBS, pH 7.4, na proporcdo 1:1 (V/V). Em

(B) diagrama de Nyquist (-Z” vs. Z’) para os filmes na auséncia e presenga de BSA.
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Fonte 45: Elaborado pelo autor.
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A incubacdo com BSA foi realizada para evitar que os sitios nao preenchidos pelos
anticorpos Anti-PSA se mantivessem ativos, permitindo a ligacdo nado especifica do antigeno
PSA. Em ambos os casos pode-se observar um aumento no semicirculo, na primeira
(PEI/PVS)/(PEI/Anti-PSA)s temos um incremento para R, = 359,66 Q e para a segunda
(PEI/PVS),/(PEl/Anti-PSA+DPPG)s Ri. = 948,51 Q.

Ap6s a caracterizacdo dos filmes foram realizadas testes de detec¢do do antigeno PSA
incubado por 10 min em diferentes concentragdes (1 a 15 ng.mL’l) e as medidas foram
efetuadas em Ks[Fe(CN)g] 5 mmol.L! solubilizado em solucdo de KC1 0,5 mmol.L! e diluido
em PBS, pH 7,4, na propor¢ao 1:1 (V/V). Na Figura 47 (A) e (B) estdo 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),/(PE/Anti-PSA)s medido em

K;3[Fe(CN)g] 5 mmol.L" solubilizado em solu¢do de KCI 0,5 mmol.L"' e diluido em PBS, pH 7.4, na proporcao
1:1 (V/V) e em (B) imagem ampliada.
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Fonte 46: Elaborado pelo autor.

Na Figura 47 (A) s6 € possivel observar um aumento da resisténcia de difusdo, o que
pode ser explicado pelo aumento da dupla camada elétrica na interface do filme devido a
ligacdo especifica do antigeno PSA com o anticorpo Anti-PSA presente no filme, entretanto

pela imagem ampliada da Figura 47 (B) pode-se notar claramente o aumento do semicirculo
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da resisténcia de transferéncia de carga com a concentracio de PSA, sendo este processo
quase superposto devido ao aumento da dupla camada elétrica a partir da concentracao de 4
ng.mL’l.

Os valores de Ry obtidos pelo ajuste do semicirculo sdo mostrados na Figura 48 (A). O
grafico apresenta um comportamento exponencial e mesmo com altas concentracdes nao
atingiu sua saturacdo. Na Figura 48 (B) estd representado o modelo do circuito elétrico
associado ao sistema utilizado nas medidas eletroquimicas. O circuito é composto por uma
resisténcia ohmica (Rg), um capacitor (Ci,) em paralelo a um elemento de fase constante
(CPE) representando a camada de filme (PEI/PVS),/(PEI/Anti-PSA)s, uma capacitancia (Cyqc)
referente a formacdo de dupla camada em paralelo a uma resisténcia de transferéncia de carga
(Ri) que estd em série a uma impedancia de Warburg (W) referente ao processo de difusdo de

cargas.

Figura 48: Em (A) gréfico da resisténcia de transferéncia de carga em funcdo da concentragdo 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 impedancia em funcdo da

frequéncia foram calculados em relacdo a medida sem o analito, ou seja, foi calculada a razao
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entre as medidas variando a concentracio de antigeno e a medida obtida com o
(PEI/PVS),/(PEI/Anti-PSA)s/BSA. A Figura 49 (A) apresenta claramente que a regido do
espectro que mais contribui para a detec¢do do antigeno PSA € a de baixa frequéncia (0,1 a 10
Hz) com pequena contribui¢@o da regido intermedidria, o que pode ser claramente identificado
pelo aumento da dupla camada elétrica devido a adsor¢@o do antigeno pelo anticorpo presente
na superficie do eletrodo. O modelo de Langmuir-Freiindlich ® **' tem sido usado como
modelo para demonstrar mecanismos de adsor¢cdo em biossensores 91 Portanto, o valor do
maximo da razdo do moddulo de impedincia na frequéncia de 1 Hz, em funcdo da
concentracdo de PSA incubado, foi simulado com o modelo de Langmuir e Langmuir-
Freiindlich, a fim de se obter um melhor ajuste para mostrar o mecanismo de adsorcdo do
PSA. A Figura 49 (B) apresenta o grifico, em que se observa um comportamento exponencial

para adsorcao tipo Langmuir-Freiindlich.

Figura 49: Em (A) razao do médulo da impedancia em funcdo da frequéncia para diferentes concentracdes de
PSA para o filme (PEI/PVS)/(PEI/Anti-PSA)s medido em K;3[Fe(CN)4] 5 mmol.L"' solubilizado em solugdo de
KC1 0,5 mmol.L" e diluido em PBS, pH 7.4, na proporcdo 1:1 (V/V) e em (B) valor mdximo do pico da razdo do

moédulo da impedancia em fungdo da concentracdo de PSA, ajustado com o modelo de Langmuir-Freiindlich.
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Fonte 48: Elaborado pelo autor.

Os experimentos de deteccdo também foram realizados para a arquitetura de

(PEI/PVS),/(PEI/Anti-PSA+DPPG)s usando diferentes concentracdoes de PSA, entre 1 e 15
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ng.mL’l, e medido em solucdo de em Kj[Fe(CN)s] 5 mmol.L"! solubilizado em solucdo de
KC1 0,5 mmol.L" e diluido em PBS, pH 7.4, na propor¢ao 1:1 (V/V). Na Figura 50 (A) e (B)
estdo representados os diagramas de Nyquist e sua imagem ampliada, respectivamente,
novamente observa-se um aumento da resisténcia de difusdo, entretanto pela imagem
ampliada da Figura 50 (B), pode-se notar a existéncia de dois semicirculos, como ja visto nos
resultados da Figura 46. Neste caso ocorre um aumento apenas no semicirculo da resisténcia
de transferéncia de carga com a concentracdo de PSA, e fica claro o efeito capacitivo da
interacdo do antigeno/anticorpo, pois 0 mesmo nao € superposto pelo processo de difusido de

cargas.
Figura 50: Em (A) diagrama de Nyquist (-Z” vs. Z’) para o filme (PEI/PVS),/(PEl/Anti-PSA+DPPG);s medido

em K3[Fe(CN)g] 5 mmol.L" solubilizado em solucdo de KCI 0,5 mmol.L" e diluido em PBS, pH 7.4, na
propor¢do 1:1 (V/V) e em (B) imagem ampliada.
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Fonte 49: Elaborado pelo autor.

Os valores de R obtidos pelo ajuste do semicirculo sdo mostrados na Figura 51 (A), em
funcdo da concentracdo de PSA, no qual é observado um comportamento linear. Na Figura 51
(B) esté representado o modelo do circuito elétrico associado ao sistema utilizado nas medidas
eletroquimicas. O circuito €é parecido com o proposto para a arquitetura

(PEI/PVS),/(PEI/Anti-PSA)s adicionando no modelo apenas uma capacitincia (Cr) em
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paralelo a uma resisténcia (Rg) referente a presenga do fosfolipidio DPPG na arquitetura

(PEI/PVS),/(PEl/ Anti-PSA+DPPG)s.

Figura 51: Em (A) gréfico da resisténcia de transferéncia de carga em func@o da concentracéo 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 razdo dos espectros do médulo da impedéancia na auséncia e presenca
do antigeno PSA em funcdo da frequéncia da arquitetura (PEI/PVS)/(PEl/Anti-
PSA+DPPG)s/BSA, fica evidente na Figura 52 (A) a contribui¢do da camada de DPPG no
grifico apresentado, onde € possivel observar um pico no processo de relaxagdo na regido de
alta frequéncia (acima de 5 kHz). Outros dois processos de relaxacdo sdo observados e sdao
atribuidos ao aumento na formacdo da dupla camada devido a ligacdo do antigeno PSA na
superficie do filme, na regido de baixas frequéncias (0,1 a 10 Hz) com contribui¢do da regido
intermedidria na regido de 10 a 100 Hz. A Figura 52 (B) apresenta o grafico do valor maximo
da razdo do médulo da impedancia na frequéncia de 0,1 Hz e, neste caso, foi observado um

comportamento exponencial para adsor¢do tipo Langmuir-Freiindlich.
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Figura 52: Em (A) razdo do médulo da impedancia em fun¢@o da frequéncia para diferentes concentragdes de
PSA para o filme (PEI/PVS),/(PEl/Anti-PSA+DPPG); medido em K;[Fe(CN)4] 5 mmol.L"! solubilizado em
solu¢io de KC10,5 mmol.L" e diluido em PBS, pH 7.4, na propor¢io 1:1 (V/V) e em (B) valor mdximo do pico
da razdo do médulo da impedancia em funcdo da concentracido de PSA, ajustado com o modelo de Langmuir-

Freiindlich.
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Fonte 51: Elaborado pelo autor.

Os graficos obtidos nas Figura 49 e Figura 52 para a detec¢do do antigeno PSA
mostram claramente o aumento na razdo do médulo da impedéncia com a concentragdo, além
disso, o valor maximo obtido para o filme (PEI/PVS),/(PEI/Anti-PSA)s foi cerca de 5 vezes
maior do que o obtido para o filme (PEI/PVS),/(PEI/Anti-PSA+DPPG)s na concentracao de
15 ng.mL'1 de PSA. Os dados do moédulo da impedancia foram analisados por técnica

[100]

estatistica ndo linear utilizando o programa gratuito Pex-Sensors , que implementa

técnicas de projecdo multidimensionais e tem sido aplicados com sucesso na andlise de

. 101
biossensores 0!

. Neste trabalho, foi utilizada a técnica de projecio IDMAP (do inglés
Interactive Document Map), empregando a técnica Fastmap para redugdao dimensional dos
dados do médulo da impedancia em fun¢do da frequéncia e normalizando os dados por coluna
[0,1]. O resultado da projecdo dos dados estd representado na Figura 53 e mostra que o filme

(PEI/PVS),/(PEI/Anti-PSA)s apresenta uma melhor distribuicio dos pontos referente as

concentracdes detectadas em comparagcao com o filme (PEI/PVS),/(PEI/Anti-PSA+DPPG)s, a
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distancia entre cada ponto pode ser medida através de cada quadrados do gréfico, pois a
técnica de IDMAP calcula a distancia Euclidiana entre cada instincia medida. A projecdo dos
dados deixa clara a existéncia de dois sistemas que detectam de maneira diferente o PSA, e

isto pode estar associada a presenca do lipossomo que influéncia na detecgao.

Figura 53: Grafico IDMAP obtido dos dados do médulo da impedéancia em fungdo da frequéncia para os filmes
de (PEI/PVS),/(PEI/Anti-PSA)s e (PEI/PVS),/(PEl/Anti-PSA+DPPG); para diferentes concentragdes de PSA.
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‘e :ko“w_n I 15 ng,mL"
EVUERE : 10 ng.mLY/

(PEI/PVS),/(PEI/Anti-PSA);

Fonte 52: Elaborado pelo autor.

4.8.3 Filmes de (PEI/PVS),/(PEI/Anti-PSA); por Ressonincia Plasmonica

de Superficie.

A ligacdo do antigeno com anticorpo imobilizado na superficie do sensor de SPR causa
uma mudanca no indice de refracio da superficie e, consequentemente, altera o sinal de SPR.
A Figura 54, mostra uma representacao do sistema de deteccao por SPR, em que € monitorada
a variagdo do sinal SPR em fun¢do o tempo para a ligacdo especifica de antigeno com o

anticorpo.
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Figura 54: Representac@o esquematica da deteccio do PSA pelo filme (PEI/PVS),/(PEl/Anti-PSA)s através de
medidas de SPR.
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Fonte 53: Elaborado pelo autor.

Devido a sensivel mudanga no sinal de SPR com a ligacdo do antigeno com anticorpo,
testes iniciais foram realizados com o filme LbL de (PEI/PVS)/(PEI/Anti-PSA)s contendo 5
bicamadas para verificar a detec¢do do antigeno PSA em tempo real usando concentracdes
abaixo de 4 ng.mL". A Figura 55 apresenta a resposta obtida com adicdo de BSA (0,005
mg.mL™") em fluxo de 10 pL.min"', depois a lavagem do filme em fluxo (10 pL.min") com
PBS (5 mmol.L") pH=7,4 ¢ a injecdo de 1 ng.mL"' de PSA em um dos canais de fluxo. E
importante ressaltar que ao mesmo tempo em que foi injetado o PSA em um dos canais,
injetou-se também PBS em outro canal para compara¢do da variagdo do sinal de SPR (o
resultado do encarte da Figura 55). A adi¢do de BSA em fluxo nos dois canais provocou um
aumento do angulo Ospr, indicando a sua ligacdo a superficie do sensor. Foi necessario
aproximadamente 12 minutos para o completo bloqueio dos sitios ndo especificos do filme de
(PEI/PVS)/(PEI/Anti-PSA)s e o excesso de BSA fracamente adsorvido pdde ser removido
com o fluxo de PBS. A injecdo de 1 ng.mL" provocou um aumento do angulo Bspg, cuja

variacdo foi 0,04° e ocorreu devido a ligacdo especifica do antigeno PSA com o anticorpo
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Anti-PSA presente no filme LbL. A concentracdo de 3 ng.mL'1 também foi testada em um

outro sensor com o mesmo filme (PEI/PVS),/(PEI/Anti-PSA)s depositado.

Figura 55: Sensograma de SPR para a ligacdo nao especifica do BSA e ligacdo especifica do PSA com o
anticorpo imobilizado no filme. No inset o sensograma para o filme com a adi¢do de BSA e tampdo PBS.
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Fonte 54: Elaborado pelo autor.

O sinal de SPR obtido da ligacdo antigeno-anticorpo foi maior (variacdo de 0,1°) e é
apresentada na Figura 56 em comparacdo com o sinal obtido gerado pela injecdo de 1 ng.mL"
de PSA.

Os testes iniciais mostram que € possivel utilizar o filme LbL (PEI/PVS),/(PEI/Anti-
PSA)s como imunossensor optico para a deteccdo do PSA em concentracdes inferiores a 4
ng.mL™", que é a concentragdo limite encontrada no soro de um individuo saudavel. No
entanto, para que este sistema possa ser usado como uma ferramenta analitica é necessario
realizar testes com outras concentracdoes de PSA. Além disso, estudos de regeneracdo do
imunossensor poderdo ser realizados e outras arquiteturas poderdo ser estudadas a fim de se

obter o melhor sistema para detec¢dao do PSA.
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Figura 56: Mudangas no sinal de SPR com tempo para a ligacdo do PSA em diferentes concentra¢des
com o Anti-PSA presente no filme (PEI/PVS),/(PEl/Anti-SA)s.
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Fonte 55: Elaborado pelo autor.
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CAPITULO 5

5 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados, verificou-se que os lipossomos de DPPG evitam a agregacio
do anticorpo Anti-PSA em soluc¢do e ajudam a preservar a sua estrutura secunddria (folhas-f3).
As caracterizagdes 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
polications PAH e PEI por meio da técnica LbL. Contudo, a melhor adsor¢io do anticorpo foi
obtida com o PEI Os espectros de FTIR no modo de transmissao e reflexdo do filme LbL de
PEI/PVS, mostraram o deslocamento das bandas associadas aos modos de vibragdes dos
principais grupos funcionais do PEI (NH e NH>) e do PVS (SO3’) e o surgimento de uma nova
banda, indicando que interacdes fortes entre os polieletrdlitos regem crescimento deste filme.
A deposicao do anticorpo no filme LbL foi confirmada através do aparecimento de uma banda
em 1117 cm™ associada a algum modo de vibragdo do Anti-PSA. Através das medidas de
SPR, também foi confirmada a deposi¢ao dos materiais sobre o sensor de ouro e a espessura
do filme (PEI/PVS),/(PEI/Anti-SA)s, obtida a partir da simulagcdo das curvas de SPR, foi de
11,43 nm. Além disso, o filme foi capaz de detectar 1 e 3 ng.mL™" de PSA. A deteccdo do
antigeno PSA por VC mostrou que o filme (PEI/PVS),/(PEI/Anti-PSA+DPPG)s, apresenta
mudancas no comportamento eletroquimico apds a incubacdo com o PSA, indicando a
interacdo do antigeno com o anticorpo presente no filme. Os testes de EIE para a detec¢do do
PSA usando os filmes de (PEI/PVS),/(PEl/Anti-PSA+DPPG)s e (PEI/PVS),/(PEl/Anti-PSA)s
confirmaram a existéncia da interacdo Anti-PSA/PSA e mostraram que ambos sdo eficientes
na detec¢do do marcador do cancer de prostata. Por fim, os resultados deste trabalho apontam
a viabilidade dos filmes LbL contendo o Anti-PSA imobilizado para a detec¢do do marcador

do cancer de préstata (PSA).
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