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Resumo

A espectroscopia de Raman intensificada por superficie (SERS, termo em inglés Surface-
enhanced Raman Spectroscopy) € uma técnica promissora que mostra a sensibilidade para a
deteccéo dainteracdo de biomol éculas que sdo importantes para deteccdo precoce de doengas.

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) tém sido um grande problema por varias
décadas. Existem varios metodos de detecdo baseados na interagdo especifica de anticorpos, tais
como, o ELISA e os testes rapidos (TR’s). No entanto, novas estratégias tém sido desenvolvidas
pararapido diagnéstico do virus HIV, e uma prova de conceito de detecgcdo do peptideo p17-1 foi
descrito neste trabal ho.

A proteina matriz p17 é uma essencial proteina no ciclo de replicagdo do virus HIV. As
fases iniciais da replicacdo do virus envolve a pré integragdo do complexo do DNA no nucleo do
p17 desempenhando um papel naligacdo de RNA viral e transporte paraa membrana.

Neste trabalho foram descritos duas plataformas SERS para a detecgdo do virus HIV
baseado no peptide p17 -1 (sequéncia LSGGELDRWEKIRLPGG). O anticorpo foi imobilizado em
um substrato de ouro usando duas diferentes camadas automontadas (SAM). A primeira SAM, o0s
substratos de ouro foram imersos em uma solugdo aquosa de 11 mercaptoundecandico (MUA). Na
segunda SAM, os substratos foram imersos em uma mistura aquosa de politietileno glicol (SH-
PEG-COOH e SH-PEG-CHsz). Aqui serdo chamados de SAM-MUA e SAM-PEG,
respectivamente. Ambas as SAM s foram imersas emu ma solucéo de anticorpo (anti-pl7) e foram
descritas como plataformad captura MUA e PEG. Ambas plataformas foram funcionalizadas com
0 peptideo p17-1. Sondas SERS foram preparadas com nanoparticulas de ouro e revestidas com
uma molécula Raman reporter (azul de Nilo A) e funcionalizadas com um anticorpo anti-pl7. Estas
estruturas (sonda SERS e plataformas de captura) formam um ensaio sanduiche, uma estratégia
regularmente utilizada para deteccéo com ata sensibilidade.

No mapeamento SERS a cor azul claro representa a forte interacdo do peptideo com a
sonda, que deve correlacionar-se com a detecgdo especifica de p17-1 no ensaio. Por outro lado,
regides em azul escuro no mapeamento, indicam gque menos sondas SERS estdo presentes na
superficie, como esperado para 0s negativos controles. O histograma reflete uma distribuicéo log-
normal inclinado para maiores valores de intensidade de um nimero relativamente pegqueno de
eventos para resultado experimental .
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Um teste de Cohen’s d foi obtido para o ensaio sanduiche MUA e mostra o deslocamento
entre o controles e o experimental. Um grande deslocamento foi obtido, o que significa que grupo
dos controles ndo interferiram no experimental. Além disso, foi utilizado o teste Cohen's d para
comparar ambos ensaio (MUA e PEG). O ensaio sanduiche-MUA mostrou um log de distribuicéo
normal distorcida para zero, o que significa menos sondas SERS na superficie para o grupo dos
controles. A abordagem sugere para detectar o peptideo p17-1 com ensaio sanduiche-MUA foi

mais promissora e pode ainda ser testado utilizando soro contaminado futuramente.

Pdavras-chave: HIV, peptideo p17-1, SERS e biosensor.
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Abstract

Surface-enhanced Raman Scattering (SERS) technique offers great promises for simplified and
sensitive detection of biomolecular interactions that are relevant for early disease diagnostics.
Human immunodeficiency virus (HIV) has been a problem for decades. There are several methods
of diagnostics based on antibodies specific reactions, such as enzyme-linked immunosorbent
assays (EL1SAs) and rapid test (RT). However, new strategies have been developed for rapid HIV
diagnostics and, as a proof-of-concept, peptide p17-1 was considered here.

The matrix protein p17 isastructural protein that is essential in the life cycle of the retrovirus The
early stagesof thevirusreplication involvethe preintegration of the DNA complex into the nucleus
P17 playsarolein RNA viral binding and transport to the membrane.

Here were describe two new SERS platform for HIV detection based on peptide p17-1 (sequence
LSGGELDRWEKIRLPGG). Theantibody anti-pl7 wasimmobilized in aplanar gold surface using
two differents self-assembled (SAM) techniques. First SAM, were obtained by immersion of the
surface into ethanolic solution of 11-Mercaptoundecanoic acid (MUA). Second SAM were
obtained by immersion in agueous solution agquous mixtures of (SH-PEG-COOH/SH-PEG-CH5)
and polyethylene glycol (PEG,). Here were describe the two platforms as SAM-MUA and SAM-
PEG, respectively. Both SAM’s were immersed in a solution containing the anti-p17. Samples at
this step were called capture platform-MUA and capture platform-PEG. Both capture platforms
were funcionalizated with the peptide p17-1. SERS probeswere prepared with gold nanoparticles
coated with a Raman reporter molecule (Nile Blue A) and, functionalized with an anti-pl17. These
structures (SERS probe and capture platforms) allow for a sandwich assay, a strategy regularly
used for high-sensitivity detection.

Thelight blue color in the SERS mapping represents peptide strong response from the SERS probe,
which should correlate with the specific detection of p17-1 in the assay. On the other hand, shows
dark blue regions, indicating that less SERS probes are present in the surface, as expected for this
negative control. The histogram reflects a log-normal distribution skewed to larger vaues of
intensities from a relative small number of events for experimental results.

Cohen’sd test for sandwich assay-MUA were obtained and showed the difference between controls
and experimenta groups. A large shift was obtain what means controls group did not interfere in
the results. Moreover, Cohen’s d test was used to compare both assay (MUA and PEG). Sandwich
assay-MUA showed log normal distribution skewed zero, what means less probes SERS on the
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surface for controls group. The suggest approach to detect peptide p17-1 with sandwich assay-
MUA is promising and could be further tested using serum contamined.

Keywords: HIV, p17-1, biosensor, SERS
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M otivacéo

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) € um virus que ataca severamente o sistema
imunol 6gico do invidivuo. Logo apos os primeiros dias, o virus se manifesta rapidamente devido
a0 sistema imunol 6gico ndo estar apto para combater este virus. Apos alguns anos com o Vvirus
circulando na corrente sanguinea, caso o individuo ndo buscar um tratamento adequado, este ira
adquirir a sindrome daimunodeficiéncia adquirida (AIDS).

Uma proteina extremamente importante € a proteinamatriz pl7, pois participados estégios
iniciais da replicagdo do virus funcionando também com um avo no redirecionamento do RNA
para a membrana plasmética e incorporagdo em virions na montagem do virus.

O teste conhecido como ELISA (do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent assay) é
amplamente utilizado paradiagndéstico de doencas, sendo umaexcel ente ferramenta para pesquisas
biomédicas. Apesar de amplamente utilizado, requer dedicagdo do operador no preparo das
amostras e € preciso um longo tempo para gerar os anticorpos para diagnéstico. A técnica SERS
(Surface-Enhanced Raman Spectroscopy), por outro lado, € uma excelente aternativa que nos
ultimos anos vem ganhando popularidade em ferramentas analiticas, devido a excelente
informagdo dos grupos funcionais adsorvidos na nanoestrutra metalica. Além disso, é possivel
detetectar baixas concentragdes de moléculas com alta especificidade e sensibilidade.

Neste trabalho de doutoramento é apresentada uma prova de conceito baseada em
imunoensaios SERS para deteccéo do peptideo p17-1.

No primeiro capitul o € apresentada umabreve revisdo do virus HIV, ciclo de replicacéo do
virus, bem com os ensai 0s de deteccao disponivels atua mente.

O segundo capitulo é apresentado apresenta uma breve revisdo dos conceitos de
espectroscopia Raman, dos componentes de uma plataforma SERS, ou sga, superficie
(nanoparticul as de ouro) e os mecanismos de intensificacéo.

No terceiro capitulo apresenta-se uma breve descricdo de biossensores, bem como
biossensores baseados em SERS.

No restante desta tese sdo descritos a parte experimental e resultados: superficies de ouro
foram modificadas com acido mercaptoundendico (MUA) ou polietilenoglicol (PEG), formando
camadas auto-montadas (SAM, do inglés self assembled monolayer). Foram redizadas a
caracterizacdo do SAM-MUA usando voltametria ciclica, PM-IRRAS (do inglés Polarization

modulation-infrared refl ection-adsor ption spectroscopy e microscopia de forca atémica (AFM).
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Também foram realizados mapeamentos SERS em areas de tamanho suficiente para haver
confiabilidade estatistica e reprodutibilidade na intensidade do sinal, respondendo por flutuactes
de intensidade spot-to-spot ocorrendo tanto em superficies com alta distribuicéo de particulas ou
com baixa abundéncia de particulas (controles).

Imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) confirmaram os resultados do
nimero de particulas distribuidas por unidade de area. Uma distribuicdo estatistica através de
histogramas mostra um deslocamento para maiores valores de intensidade para 0 ensaio
experimental e um teste estatistico conhecido como Cohen’sd, permite com base namédiae desvio
padréo do controle e experimental verificar o quanto os controles estédo contribuindo para o
experimental. Este teste estatistico também foi realizado afim de mostrar adiferenca entre osdois

imunoensai os utilizados.



FUNDAMENTACAO TEORICA

1 HIV (Human Immunodeficient Virus ou virus da imunodeficiéncia humana)

O virus HIV é um Lentivirus membro da familia Retroviridae [1-7]. Como 0 home sugere
asinfecgOes com Lentivirus, so caracterizadas pel o longo periodo delaténciaclinicae persisténcia
viral dereplicacdo. Osvirus Retroviridae sdo caracterizados por apresentarem em seu nicleo RNA,
sendo assim usa-se a enzima reverse transcriptase para conversdo de RNA em DNA [1, 3].

O virus HIV ataca os linfécitos CD4 comprometendo severamente o sistema imunol dgico.
Nas primeiras semanas apés a infeccdo 0 virus manifesta-se rapidamente, pois o sistema
imunol6gico ndo esta pronto para combater esse novo virus. 1sso significa que a maioria das
pessoas infectadas com HIV tornam-se menos capazes de combater as infecgdes oportunistas do
sistema imunolégico [1,5-8]. Geramente, estas infeccdes sdo pouco desenvolvidas em pessoas
saudaveis, mas podem ser fatais para uma portadora do virus. A infeccéo do virusHIV pode causar
aAlDS quando os virus destroem uma grande quantidade de linfocitos CD4, deixando o portador

do virus suscetivel anovas doengas [1,2-5].

Segundo dados da organizac&o mundial da saiide[9] (WHO, termo em inglés World Health
Organization), (Figura 1.1). Desde o inicio da epidemia quase 70 milhdes de pessoas foram
infectadas com o virus e cerca de 39 milhdes de pessoas ja morreram. Mundiamente, 35 milhdes
de pessoas est&o com o virus, dentre as quais 19 milhdes ndo sabem. A Africa Subsaarianacontinua
sendo aregido mais afetada. Estima-se que 1 acada 20 adultos entre 15-49 estéo vivendo com HIV,

isso corresponde a quase 70% das pessoas que vivem com HIV em todo mundo.



Estimativa HIV em adultos (15-49 anos), 2013
por WHO

Estimativa (%) por regiao
Pacifico Ocidental 0.1(0.1-0.1] Europa 0.3[0.3-0.4]

Mediterraneo Oriental 0.1(0.1-0.1) [l Américas 0.5[0.5-0.6] = Estimativa Global:0.8%[0.7-0.8]

Sudeste Asia 0.3(0.3-0.4] B  Africa 4.5[4.2-4.7) S

Figura 1.1 Pessoas vivendo com HIV entre 15-49 anos. Fonte adquirida WHO [9].

No Brasil houve um aumento dos casos de HIV em comparacdo com outros paises. Segundo
dados do programa conjunto das Nagdes Unidas sobre HIV/AIDS (Unaids) [10] estima-se um
crescimento de 11% entre 2005 e 2013, tendéncia contraria aos nimeros globais. No mesmo
periodo a quantidade de casos mundia mente caiu 38% [8-10].

1.1 Aspectosgeraisdo HIV

Particulas virais do HIV medem aproximadamente 80-100 nm de didmetro, possuem
envelope esférico, capsideo e genoma formado por duas fitas de RNA. Sdo caracterizados pela
presencados genes gag, pol e env (especifico grupo antigeno, polimerase e envelope glicoproteina)
comuns em todos os retrovirus [1,4,8, 11-12]. A Figura 1.2 mostra um esquema exibindo as
principais partes do virus HIV [13].
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Figura 1.2 Virus HIV adaptado [13].

Os genes gag codificam as proteinas do capsideo viral. A proteina MA (matriz p17), que
permanece ligada aface interna do envelope, CA (capsideo, p24) e NC (nucleocapsideo) associado
a0 RNA viral.

O gene env codifica o envelope viral, a glicoproteina gpl60. A clivagem intracelular da
gp160 produz subunidades, gp120 (120 KDa) e gp4l (41 KDa) [14]. A gpl20 é uma proteina
hidrofilica que se localiza na superficie externa do envelope viral, bem como na membrana
plasméatica das células infectadas. A glicoproteina gp41 é uma proteina que atravessa a membrana
lipidica dos virions (forada célulao HIV é conhecido com virion). Estas glicoproteinas (gp120 e

gp4l) estéo ligadas por interacbes ndo covalentes [13-15].

O gene pol codifica as enzimas transcriptase reversa (converte o RNA viral em DNA), integrase
(incorpora o DNA vira no cromossoma hospedeiro) e a protease (tem a funcdo de clivar grandes

proteinas Gag em precursores menores). Essas enzimas sdo cruciais para a replicagdo do virus.



Além disso, as proteinas Tat e Rev modulam a expressdo genética do virus e sdo essenciais paraa

propagacdo viral. As proteinas Net, Vif, Vpr e Vpu sdo proteinas acessorias que apenas atuam nas

células hospedeiras [11,15-18]. A Tabela 1 mostra as propriedades e suas principais funcbes

durante a fase de replicagdo do virus HIV.

Tat

Ver

Nef

Vif

Vpu

Vpr

Tabela 1-1 Proteinas regulatorias e suas fungoes [ 15]

Proteinas

Funcéao
Amplificaatranscricdo do RNA vird

Regula a expressdo das proteinas virais
transportando o0 RNA mensageiro viral para o

citoplasma.

Reduz a expressso do CD4 nas céulas
infectadas e aumenta a saida dos virus nas

células
Regulainfectividade viral

Promove a liberagdo das particulas virais no

meio extracelular e reduz a expresséo de CD4

Promove o transporte do DNA viral para o

nucleo



1.2 Ciclodereplicacdo do retrovirus
A replicacdo dainfeccdo causada pelo virus HIV € um processo de vérias etapas. A Figura

1.3 representa este processo.

CiclodocHIVV

T
(i) :
L) ‘& @

CD4 receptores
HIV RNA »
Reverse =

transcriptase_ ‘~.$ /@ '.

Figura 1.3 Ciclo de replicagéo do virus HIV (i) Ligagdo - nesta etapa o virus se liga aos receptores CD4 na
superficie da célula.(ii) Fusio - o envelope HIV e oslinfécitos se fundem, o que permite a entrada do HIV
na célula. (iii) Transcricdo reversa - dentro da célula ocorre a conversdo do material genético HIV-RNA
para HIV-DNA, usando a enzima transcriptase reversa. A conversdo permite a entrada do HIV-DNA no
nucleo dacélulae combinacom o material genético. (iv) Integracéo - no nlcleo dacélula, aenzimaintegrase
utilizao seu DNA viral parao DNA dacélula, (v) Replicacdo - umavez integrado com o DNA dacéula o
HIV iniciaaconstrucdo de cadeia de proteinas, afim de formar maisHIV. (vi) Montagem - novas proteinas
do HIV movem-se para a superficie da cdulae montam HIV imaturos, (vii) Crescimento - com a formagao
decélulasimaturas, o HIV empurraparaforada célulahospedeirae ocorre aliberacdo de umaoutraenzima,
aprotease. Essaenzima quebra proteinas de cadeialongas que formam o HIV imaturo. As proteinas menores
combinam-se para formar o virus maduro. Figura adaptada [13].

Inicialmente, o envelope glicoproteico gpl20 presente na superficie viral reconhece a
superficie receptora CD4 induzindo a mudanca conformacional da glicoproteina gpl120. Esta

interacdo ndo é suficiente, mas expde o local de ligagdo para uma segunda mol écula da superficie



celular, tipicamente por receptores quimicionas CCR5 e/lou CXCR4 (beta e alfa quimiocina,
respectivamente). Assim, uma segunda interacdo ocorre entre a gpl20 e os receptores (CCR5 e
CXCR4), o que desencadeia novos deslocamentos conformacionais das glicoproteinas no
envelope. Estas ateracbes conformacionai s sequenciais levam a dissociacdo da gp120 do gp4l, e
permitem que o grupo N-terminal do gp41l se funda para penetrar a membrana celular. A entrada
do virion na célula é alcancada pela insercéo do peptideo da fusdo gp41l na membrana, expondo
umaregido hidrofdbicaque resultanafusdo das membranas virais e celulares e permite alibertagéo
do nucleo viral no citoplasma[2,8, 17-24].

Depoisque o capsideo viral nuclear entranacélula, inicia-se. a etapa de desencapsulamento
(termo em inglés, uncoating), que consiste na liberacdo do contelido do capsideo, MA (proteina
matriz p17), Nef, Vpr, dois filamentos de RNA viral e trés enzimas essenciais na replicagéo,
(integrase, protease e atranscriptase reversa). A transcriptase reversainiciaatranscricdo do RNA
viral, consistindo em um heterodimero de subunidades assimetricas. A subunidade p66 possui dois

dominios cataliticos, i) ribonuclease-H eii) polimerase [18-24].

O RNA vird é transcrito em uma fita hibrida dupla hélice de RNA-DNA. A ribonuclease-
H quebra a fita hibrida de RNA-DNA e permite assim o sitio polimerase, completando a fita de
DNA, formando uma dupla hélice de DNA. ApGs a transcricdo, o DNA vira serve como molde
para a sintese de novas fitas de RNA viral, o qual, é associado com proteinas virais em um grande
complexo nucleoproteico pré-integrado (PIC). Entéo, a enzima integrase corta cada extremidade
3’ do DNA criando duas extremidade ligantes e associadas com proteinas virais (MA pl7, Vpr) do
PIC, transportando o DNA até o citoplasma[2,18-24].

Depois da integracdo, ocorrem as primeiras transcri¢oes produzindo RNA virals que séo
transportados até o nicleo da célula. Uma vez dentro do nuicleo, o complexo de integracdo seliga

a0 DNA celular, permitindo que aintegrase transfira o DNA vira para o genoma celular.

A ativagdo da cdula induz a transcricdo do DNA viral em RNA mensageiro (mMRNA),
migrando para o citoplasma onde proteinas precursoras do virus sdo sintetizadas. Algumas sdo
processadas pela protease, que tem a funcdo de quebrar proteinas longas (Gag) em menores (MA,
CA, NC). Estaetapaécrucia paraareplicacdo do virus. Doisfilamentosde RNA viral easenzimas

sereplicam e se juntam com as proteinas cortadas se organizando ao seu redor formando umanova



cdpsula. Estas proteinas virais imaturas proveniente das céulas adquire um novo envelope com
proteinas virais do hospedeiro. O virus maduro ja esta pronto para infectar novas células. O virus
HIV se replica bilhGes de vezes por dia destruindo células imunes do hospedeiro e eventualmente
favorecendo novas doengas [2,18-25].

1.3 Proteina matriz p17

A proteina matriz p17 € uma proteina estrutural importante no ciclo de vida do retrovirus.
Foi uma das primeiras proteinas virais do HIV-1 descrita como envolvida na importacéo.[25-29].

Alias, esta proteina participa na montagem da membrana pldsmatica de células infectadas.

Em virions maduros, a proteina matriz p17 € composta por um écido polipeptideo de 132
aminoéacidos que forma uma capa de protecdo ligada a superficie interna da membrana plasmatica
do virus. Moléculasindividuais de p17 séo compostas de cinco o hélices e uma plataforma basica
consistindo de trés cadeias B. Estudos revelaram que a pl17 forma trimeros e em trés cristais
tridimensionai s e recentemente sugere-se que a p17 se organiza como hexameros de trimeros nas

membranas [26-28].

A proteina p17 é importante nas fases iniciais de replicagdo do virus e participa na pré-
integracéo do complexo do DNA no nucleo de células hospedeiras. Além disso, aproteinapl? esta
envolvidanaligacdo do RNA vira e transporte paraa membrana plasmatica, e naincorporacéo do
envelope do HIV-1 emvirion. Isto é eladesempenha papel importante em vérios estagi os durante

areplicacdo, assim como nafase precoce e tardia do ciclo de vidado virus [26-29].

Além do seu papel bem estabelecido no ciclo de vidado virus, hdevidéncias que as células
infectadas do HIV-1 libertam quantidades significativas de p17 livre. P17 exdgena é detectada no
plasma de individuos infectados pelo HIV-1 soropositivo em concentragfes nanomolares, mesmo
na presencade p17 Abs (anticorpos), tornando-se possivel que aquantidade de p17 detectado passa
a ser reduzida pela presenca de complexos imunes com anti-pl7 [26,28]. A proteina pl7 pode
acessar 0 espago extracelular através de vias aternativas de secrecdo. Aliés, a p17 pode atingir
concentracdes consistentes em hospedeiros de HIV-1-infectados através de mecanismos de
desintegracdo do virus ou a lise das células. Ao mesmo tempo, devido a existéncia de dois

subconjuntos de proteinas da matriz, um clivado nos virions e outro clivado na célula hospedeiraé



concebivel que apl7 passaaser gerada e liberada ao longo de todo o ciclo de vida do virus pelas
células infectadas [28].

Extracelularmente a p17 foi encontrada para regular as atividades biologicas de muitas
células imunes diferentes que estdo direta ou indiretamente envolvidos na patogénese da AIDS.
Todas as atividades pl7 ocorrem apds a sua interacdo com um receptor celular ainda néo

identificado (p17R) expressa por um subgrupo definido de células imunes [26-29].

Tem sido relatado que a pl7 pode ser o alvo de anticorpos neutralizantes contrao HIV-1 e
gue os niveis elevados de anticorpos pl7 estéo correlacionados com a progressdo mais lenta para
AIDS[28].

Neste trabalho de doutorado usamos um peptideo situado na primeira sequéncia da matriz
proteina p17, denominado peptideo p17-1. Essa sequéncia (LSGGEDRWEKIRLPGG) foi usada,
pois estudos demostram a alta imunoreatividade desta sequéncia [30-32].

O uso de sequéncias de peptideos correspondentes a regides bem definidas de uma proteina
tem sido demonstrado que possuem funcdes especificas tais como promotor dafusdo damembrana
A sequéncia e estrutura de aminoécidos num peptideo sdo cruciais para identificar locais de
reconhecimento especificos de proteinas antigénicas [30-32].

1.4 Fasesdo virus

Apébsainfeccdo pelo HIV, a sequéncia de marcadores de sangue que podem ser usados para
identificar ainfeccdo surge: 0 RNA viral, os antigenos p17 e p24. Aproximadamente trés a quatro
semanas depois surgem os anticorpos associados a estes antigenos. Os niveis de RNA vira séo
umaindicacdo dareplicacdo, geralmente chegaa 1 milhdo de copias de RNA/mL dentro de alguns
meses, antes de diminuir gradualmente para um nivel constante de decaimento é conhecido como
set-point. Este periodo de set-point é importante, pois indica ataxa de evolucdo do virus. Um ato
set-point € sinal de um rapido desenvolvimento do virus levando a doencas e, posteriormente, a
morte. Por outro lado, um baixo set-point é associado a longa prolongacéo da doenca [33-35].
Consequentemente, ao longo do tempo o numero de cOpias de RNA/mL comeca a decair

novamente a uma taxa elevada, levando o paciente a adquirir a AIDS. Na maioria dos casos, uma



pessoa sem o tratamento adequado e dependendo das condi¢des de salde do individuo pode levar

até aproximadamente 10 anos para adquirir a doenca[33-35].

Asproteinasvirais, os antigenos p17 e p24 também podem ser medidos no sangue, mas asua
detecgdo ocorre mais tarde do que o RNA viral. Estudos indicam que os antigenos pl7 e p24
aumentam em paralelo com a RNA vira quando o virus se replica, mas sdo detectados mais tarde
principa mente devido aos métodos utilizados para a sua deteccao; isto €, os métodos de deteccéo
s80 menos sensiveis que os métodos de amplificagdo utilizados paradetectar RNA [33-35]. Devido
a isso surge a necessidade de buscar uma nova aternativa para deteccéo, diferente aos métodos

convencionais, que é descrito neste trabal ho.

A Figura 1.4 mostra o natural historico do surgimento do virus HIV. O intervalo de tempo
anterior a0 aparecimento de anticorpos, conhecido como periodo de janela imunoldgica,
caracteriza-se por apresentar soros negativos e nivel de linfécitos CD4 varidvel, porém, viremia
detectavel (RNA viral). A deteccéo de anticorpos especificos paraHIV indica o fim do periodo de
janela e o surgimento de individuos com soros positivos. A deteccdo por anticorpos namaioria das

pessoas ocorre num periodo de 1-2 meses, independentemente do método utilizado.
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Figura 1.4 Natura histérico do surgimento do virus HIV. Trés fases do virus: (i) Infecgdo primaria,
decaimento exorbitante de linfécitos CDA. (ii) Infecgdo cronica, o decaimento de linfacitos CD4 diminui
lentamente. (iii) Infecgdes oportunistas. Nesta fase surgem as doengas devido ao sistema imunol égico
debilitado, e quando o portador ndo recebe o tratamento adequado pode ocasionar ha sua morte. Figura
adaptada [33]

1.5 Alternativas de testes para diagnéstico da infeccéo pelo HIV

151 ELISA (Enzime-linked Immunosorbent Assay)
ELISA é uma poderosa ferramenta para a deteccdo e quantificacdo de uma proteina

especifica em uma mistura complexa. Primeiramente descrita por Engavall e Perlmann em 1971,
0 método permite a analise de amostras de proteinas imobilizadas em pocos de microplacas
utilizando anticorpos especificos [36].

O método ELISA tem sido amplamente utilizado em diversas areas, como diagnostico de
doencas, deteccdo de aergias provocadas por alimentacdo, entre outras, mas ndo € esperada uma

aprovacdo significativa por laboratorios de descoberta de doengas precoces [37-38].
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Experimentalmente o ELISA é um processo que inclui vérias etapas. imobilizacdo do
analito em uma microplaca contendo 96 pocos, ligacdo entre anticorpo e seu antigeno imobilizado,

bloqueio de sitios de ligacéo e diversos processos de lavagem.

A superficie dos pogos das microplacas usadas em um imunoensaio é fabricada de
poliestireno ou derivado do poliestireno com a capacidade de ligar-se com uma variedade de
moléculas incluindo proteinas, peptideos, pequenas moléculas, carboidratos, lipidios e DNA. O
poliestireno possui uma superficie altamente hidrofobica capaz de interagir com a proteina [39 -
40].

15.2 Ensaio ELISAindireto
Neste tipo, baseiam-se 0s ensaios de primeira e segunda geragéo*” para diagndsticos de

HIV. As amostras contendo os anticorpos sao adicionadas no suporte solido (pocos damicroplaca),
onde os antigenos especificos do HIV ja se encontram adsorvidos. Caso a amostra contenha os
anticorpos (anti-HIV) eles interagem com os antigenos adsorvidos no suporte. Um anticorpo
conjugado a uma enzima especifica € adicionado ao suporte, associando com o complexo antigeno-
anticorpo. Em seguida, adiciona-se um substrato-enzima que interage com o complexo gerando um

produto, uma substancia que fornece uma col oragéo tipica [40-44].

A diferenca entre os ensaios de primeira e segunda geracdo € a utilizagdo de antigenos
recombinantes e peptideos sintéticos originados de regides especificas de proteinas do virus. A
introducdo de antigenos recombinantes fornece um aumento de sensibilidade e especificidade,

alias, promove uma diminuicdo do periodo dajanelaimunol 6gica [40-44]

1.5.3 Ensaio ELISA-sanduiche
Os ensaios de terceira e quarta geracéo para diagnostico da infeccdo pelo virus HIV sdo

baseados no ensaio ELISA-sanduiche, que fornece maior especificidade e sensibilidade [44]. E
medida a quantidade do antigeno entre duas camadas. Assim, 0 antigeno deve conter multiplos
epitopos para reagir com dois anticorpos presentes. A Figura 1.5 esguematiza 0 ensaio.
Inicialmente, a primeira camada do anticorpo, denominada anticorpo primério, € imobilizado na

superficie dos pocos da microplaca. Apds o bloqueio dos sitios hidrofébicos, a superficie da

**Sgnifica os primeiros testes para a deteccdo, para cada geracio um novo update € desenvolvido, o
objetivo é o aumento de sensibilidade e reduzir ajanela imunolégica [44)].
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microplaca com as amostras contendo concentragéo desconhecida de antigenos sdo incubadas para
assegurar 0 maximo de anticorpos primérios que se ligardo ao antigeno. Este complexo anticorpo-
antigeno € depois reconhecido pela adicdo de um segundo anticorpo de deteccéo, no qual, iréo
ligar-se firmemente ao antigeno pelos seus epitopos livres. O sina de ligacdo € entdo amplificado
por um anticorpo secundario marcado com enzima e a reacdo entre esta enzima e 0 seu substrato

colorimétrico iraproduzir um sinal visivel, posteriormente medido por espectrofotometria[40-44].

Nos ensaios de terceira geracdo, 0s antigenos sdo peptideos sintéticos e detectam os
anticorpos 1gG, enquanto os ensaios de quarta geracéo detectam simultaneamente IgG e IgM e o
antigeno vira p24. Utilizando o antigeno viral p24 hd umadiminuicdo dajanelaimunologica[44].

YYY *“ Y¥YY¢Y
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Figura 1.5 Esquema ilustrativo do ensaio-sanduiche. (i) Anticorpo imobilizado no suporte sdlido (pogos)
(i) Interagdo do anticorpo com o antigeno. (iii) Bloqueio da superficie para reduzir ligagéo ndo especifica.
(iv) Imobilizagcdo do anticorpo conjugado. Figura adaptada[44].
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154 Testes Rapidos (TRs)
Ostestesrapidos (TRs) vém sendo cadavez mais utilizados para o diagnostico dainfeccéo,

pela alta especificidade e sensibilidade, associado as vantagens de apresentarem resultados em no
maximo 40 minutos, podem ser lidos a olho nu e ndo necessitam de equi pamentos especiais para
Sua execucao. 1sso permite que os testes TR possam ser usados em lugares de dificil acesso paraa
implantacdo de um laboratério, proporcionando o facil acesso da populacdo que possuem
dificuldades ou mesmo impossibilidade de realizar o teste para diagndstico dainfeccéo pelo virus
HIV [44-46].

Os TRs sd0 baseados no fluxo lateral (lateral flow) que utilizam interacdo antigeno-
anticorpo para a deteccdo, sdo procedimentos simples para detectar a presenca ou auséncia de
analitos alvo numa mistura de teste complexa. Atualmente, estes TRs sGo amplamente usados nos
diagnaosticos de doengas, como o caso da infec¢do causado pelo HIV e também disponivel para o
teste de gravidez [44-46].

O ensaio defluxo lateral € um exemplo importante daformade ensaio sanduiche. A Figura
1.6 exibe uma tipica configuracéo do teste fluxo lateral Os principais componentes sdo: amostra
pad, (i), pad conjugado, (ii), membranade nitrocelulose, (iii) contendo o anticorpo especifico para
anaitos avo e um pad absorcdo, (iv). O kit de teste de fluxo lateral, geralmente tem uma entrada

parareceber umaamostrabioldgica. [47].

A fase estacionaria € congtituida de um anticorpo ou antigeno que estéo ligados
guimicamente a um suporte . A passagem da amostra contendo o analito (antigenos/ anticorpos ou
vice versa) da fase estacionaria permite que haja uma interagdo, funcionando como uma extragéo
por fase sdlida [48].

Na fase movel um ligante fixado na matriz slida interage com um analito de natureza
biol 6gica (anti corpos ou enzimas). Essainteracéo pode ser por complexacdo, formacao de ligagdes
covalentes, associacdo enzima substrato ou pela formacéo de estruturas terciarias. Neste tipo de
ensaio, a amostra biol6égica migra como um liquido através da superficie da membrana de
nitrocelulose que é o substrato ou transportador do teste rapido por acéo de capilaridade do meio
[47-48].
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A érea do conjugado contém particulas de ouro coloidal, adsorvidas com antigeno ou um
anticorpo especifico para o analito especifico. Assim, o conjugado seco é preso na membrana de
nitrocelulose e quando a amostra é aplicada ela passa pela area do conjugado, reidratando o ouro
coloidal, formando um complexo que se move pela membrana em direcdo da particula de captura
onde ela foi imobilizada, produzindo um sinal de diferente coloragdo. Uma segunda linha de
reacdo, denominada linha de controle, se forma pela capturado conjugado livre, que permite a

confirmacdo da migracéo dafase movel [48-49].

Amostra pad particula
‘6/\ conjugada
A< (")
pad Amostra " Linha controle pad absorbente
(i) \ ¢ l / (iv)
3 —Av . = . A
= — Z - —

Membrana nitrocelulose

(iii)

Linha teste

Figura 1.6 Tipica configuracdo do teste fluxo lateral. (i) Quando um teste é executado, a amostra é
adicionada a extremidade proximadafita. (ii) A amostratratada migra através destaregiéo para aregido de
conjugado, em que um conjugado de particulas foi imobilizado. Esta particula é conjugada a um dos
componentes hiolégicos especificos do ensaio (antigeno ou anticorpo. A amostra € remobilizada com
conjugado seco e 0 andito na amostra interage com o conjugado ambos migram para a proximatira, que €
amatriz reacional. (iii) A matriz reacional € uma membrana porosa, em que 0 outro componente biol 6gico
especifico do ensaio é imobilizado (proteinas, anticorpos ou antigenos), Componentes biol 6gicos foram
imobilizadas em areas especificas da membrana onde servem para capturar 0 analito e fazendo migrar por
linhas de captura. (iv) Osreagentes em excesso movem —se ao passar aslinhas de captura e sdo aprisionados.
Osresultados sfo interpretados na matriz de reagcéo como a presencaou ausénciade do conjugado capturado,
sendo lido a ollho nu. Figura adaptada [49]
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Embora estes testes sgjam sensiveis e rapidos existe uma janela imunologica em que o
individuo pode estar infectado e carregando o virus que ndo € detectado por testes convencionais.
Portanto, a deteccéo precoce é essencia diminuindo as chances de transmissdo e aumentam a

expectativa de vida dos pacientes.
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2 ESPALHAMENTO RAMAN

O espalhamento inelastico foi descrito teoricamente pelo fisico australiano A. Smeka em
1923 e mais tarde observado (1928) pelo fisico indiano C.V Raman que emprestou 0 nome ao
fendmeno. E interessante observar que Raman verificou o efeito com ferramentas dpticas
rudimentares (somente usando filtros), e usando o sol como fonte deluz e seus proprios olhos como
detector [50]. O descobrimento deu aele o prémio Nobel em 1930 e umaenorme contribuicéo para

aciénciaaté os dias atuais.

O espalhamento de luz em uma molécula ocorre quando um féton incidente a perturba,
excitando-a para um estado virtual (auto-estado da molécula + radiac&o) podendo ser eléstico ou
inelastico. O espalhamento elastico (espalhamento Rayleigh), o féton incidente (hwo) € 0 mesmo
do emitido (hwy) [51]. Neste caso temos uma situacao interessante observado quando o céu esta
azul em um diaclaro, como observado naFigura2.1 (a). A cor do céu é resultado do espalhamento
Rayleigh. O espalhamento Rayleigh € proporcional ao inverso da quarta poténciado comprimento
de onda e a luz violeta é portanto mais espalhada mais que a vermelha. Isto sugere que, quando
olhamos para 0 céu em umadirecdo que ndo é para o sol, a cor deve ser azul. Isto se deve por duas
razdes. em primeiro lugar, a energia solar que chega aos nossos olhos principalmente com
componentes de menores comprimentos de onda. Em segundo lugar, a sensibilidade maior dos
Nnossos olhos para o espectro proximo a 550 nm. O resultado desses fatores demonstra que o céu é
percebido como azul (Figura 2.1(a)). No pbr do sol, quando é possivel olhar na diregdo do sol, a
dispersdo ird remover a luz azul, preferencialmente, o céu aparece vermelho. O efeito ocorre
guando aluz é refletida em um angulo raso a partir de nuvens de poeirafinanaalta atmosferae, €
registrado um pdr do sol espetacular [52-53], como representado na Figura 2.1(b).
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(@) (b)

Figura2.1(a) Luz solar espahada por molécul as na atmosfera gerando a coloracdo azul do céu (b) Quando
estamos no pér-do-sol a luz acaba tendo um caminho maior para percorrer. Assim, neste trgjeto da luz,
muitas das cores foram espalhadas restando apenas luz amarela-vermelha para enxergarmos. Fotos
adquiridas pelo autor.

No efeito Raman ocorre o espalhamento inelastico daluz incidente. A Figura 2.2 (a) exibe
umarepresentacdo de uma mol écula diatdmicainteragindo com radiacéo el etromagnética sofrendo

espalhamento e a Figura 2.2 (b) mostra o diagrama de energia relacionado com ainteragao.

No espalhamento Stokes afrequénciado fotdn (w,) espalhado € menor do que afrequéncia
do féton incidente assim, a energia € E= h(w,—w,). No espalhamento Anti-Stokes o foton

espal hado é mais energético que o incidente, logo aenergia é E=h (w, +w,) [54].
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Figura 2.2(a) Molécula diatbmica interagindo com uma radiagao eletromagnética e sofrendo espalhamento
(b) Diagrama de energia do espalhamento. (i) Espalhamento Rayleigh (WO = WV), (i1).Espalhamento anti-

Stokes (W +Wv), neste processo o féton incidente provém de uma energia da vibragdo molecular
inicialmente existente e €, portanto, espalhada com uma energia mais elevada. (iii) Espalhamento Stokes

(W, —w,) , neste processo o féton incidente cria uma vibragcdo molecular, assim dispersa com uma energia

reduzida. Figura adaptada [43,54,57].

O efeito Raman é devido ao espal hamento inel &stico daradiagdo monocromaticaqueincide
em uma molécula [55]. Além disso, sua atividade esta ligada a variagdo da polarizabilidade

produzido pelo campo e étrico daradiagéo [55]

Classicamente, o vetor do momento dipolo induzido oscila com a sobreposicdo da

frequéncia[55] e pode ser escrito;
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P=cE (2.1)

Onde o € a polarizabilidade da molécula e E € o vetor do campo elétrico da radiagdo
incidente. Assim 0 modo normal vibracional de uma molécula Qk muda a medida que a molécula
vibra. Desde modo, apolarizabilidade (o)) pode ser desenvolvidapor umasériede Taylor em funcéo

da coordenada interna Qk, Unica coordenada normal em estudo[55];

do
a=0y+(—) +Q *.... 2.2)

dQ,

Onde o subscrito zero indicaamol éculana posi¢éo do equilibrio. Ostermos de ordem mais
elevada foram desprezados devido a peguena variacdo da coordenada Qk. Considerando a
coordenada Qk e o campo e étrico como;

Q, =Q, cos(2zwt) e E = E, cos(2zwt) (2.3

Sendo wy e wo, respectivamente, a frequéncia vibraciona e da radiagdo incidente, o
momento de dipolo induzido ficara[55];

P = a,E, cos(2zwit) + %% Q. Eof cos[ 27(w, + W, )t] + cos] 27 (W, — W, )t]}

(2.4)

Através daesguacdo 2.4 verifica-se quando a molécula é perturbada por umavibracdo, possui

trés componentes com frequéncias do momento de dipolo eétrico, 0 primeiro termo com
frequéncia (w,) correspondente ao espalhamento Rayleight, os componentes com frequéncia (
w,-wW,) e (w,+w,) correspondem ao espahamento Raman Stokes e anti-Stokeg[55],

respectivamente. Para 0 espalhamento Raman requer que pelos menos um componente sga

diferente de zero para este termo (%)O;ko, ou segja, deve haver variacéo da polarizabilidade] 54-
k

56]. Este termo refere-se como Raman-ativo.
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2.1 Secéo de chogue Raman
A eficiéncia do processo de espalhamento Raman € definida pela seccdo de choque, o [m?].
A Tabela 1 exibe as aproximagdes da secéo de choque das espectroscopias. A Figura 2.3 mostra

uma representacao esguematica do conceito de se¢do de choque [57].

Por definicdo, para um determinado processo Optico o sina produzido por este processo é
caracterizado pela sua intensidade (proporcional a0 nimero de fétons por unidade de tempo
envolvido no processo), a eventos de espalhamento em relacdo a densidade de poténcia incidente

Sinc [W/n?], na posicéo da molécula;

P=03,c (2.5)

Por exemplo, numa absor¢do dptica, a secdo de choque cans [M?] de uma molécula
corresponde & érea efetiva de um feixe incidente na molécula que iré absorver cada féton [57-
58,60-61]. Em uma situacdo experimental, € quase sempre 0 caso que detectamos a radiacéo

espal hada em uma determinadaregido. A partir dadefini¢do de secdo choque Raman, adiferencial

do
absoluta [em m?/sr] d—g é dada como;

.y _ O
<|RS>_ do Sog2 (2-6)

Onde S, éaintensidade do laser incidente [W/m?] na posi¢ao damoléculae &2[sr] éum
angulo solido pequeno para coleta de luz, o qual por sua vez se relaciona com a abertura Optica
numérica da coleta. A intensidade do espalhamento Raman, (IS ), é 0 sinal obtido por um modo

vibracional, em média de todas as orientaces no espago da molécula[57,60].
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Figura 2.3(i) Representacdo esquemética do conceito de se¢do de choque, como uma area cortada do feixe
incidente (ii) Similar representacdo esquemdtica ilustrando um espalhamento diferencid. Figura adaptada
dareferéncia[57].

A deteccao em todas as diregdes € obtida a partir da segdo de choque total Raman;

do
o= J.—dgzs (Q)dQ 2.7)

Tabela 2-1 Aproximacao da ordem de magnitude para se¢do de choque (por molécula) para varios
processos de espectroscopia [ 58]

Processo Secdo choque de olcny?
Absorcéo Ultravioleta 1018
Absorcéo Infravermelho 10
Emissdo Fluorescéncia 1019
Espalhamento Espalhamento Raman 10
Espalhamento Raman Ressonante 10
Espalhamento SER(R)S 105

Espalhamento SERS 10
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2.2 Espalhamento Raman Ressonante

do
O espalhamento Raman apresenta baixa secdo de choque, dgzs' como descrito

anteriormente. Mas, pode sofrer um aumento de intensidade por varias ordens de magnitude
quando afrequéncia de excitagdo daluz (laser), wo, € proxima a frequéncia de transi¢do eletronica

damolécula. Isto é conhecido como espa hamento Raman ressonante

No espal hamento Raman ressonante o estado virtual ndo existe e aluz incidenteinterage com
um verdadeiro estado damolécula. Devido aeste efeito, muito experimentos Raman sdo realizados
com mol éculas conhecidas como corantes, ou sgja, moléculas que absorvem em comprimento de

onda préximo ao visivel.

Nestatese, foi utilizado o corante Azul do Nilo A (NBA, doinglés Nile Blue A) que apresenta

maximo de absor¢do proximo em 600 nm.
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2.3 SERS(SURFACE ENHANCED RAMAN SPECTROSCOPY)

O efeito SERSfoi descoberto em 1974 por Fleischaman que observou grande intensificacao
do sina Raman da piridina, na presenca de uma superficie rugosa de um eletrodo de prata (Ag). A
intensificagdo inicialmente foi atribuida a area superficial elevada devido a sucessivos ciclos de
oxi-reducéo realizados no eletrodo [66-68].

Jeanmaire e Van Duyne [69], e Albrecht e Creighton [70] evidenciaram a intensificacao
devido a ocorréncia da piridina absorvida em eletrodo de prata. Os autores observaram o aumento
de intensidade num valor de 10° ordens de magnitude de secéo de choque Raman em comparagédo
a molécula em ambiente aquoso. O efeito foi denominado SERS (Surface-enhanced Raman

spectroscopy).

Em poucas palavras, o efeito SERS tem como carateristica a amplificagdo da intensidade
Raman em vérias ordens de magnitude. A amplificacdo do sinal em SERS vem, principal mente,
através dainteracdo da luz el ectromagnética com oscilacdes de carga na superficie de metais (Au,
Ag ou Cu), conhecidos como ressonanciade plasmons. Para se beneficiar deste efeito, as moléculas
devem ser adsorvidas na superficie do metal, ou pel 0 menos estar muito préximas (~maximo de 10
nm) [57].

Assim a espectroscopia Raman intensificada por superficie (Surface-Enhanced Raman
Spectroscopy), pode ser resumida em:

-Substrato metdlico, ou sgja, nanoestrutura metalica (Ag, Au e Cu) a qual deve estar

incorporada a mol écula de andlise. Neste trabal ho utilizamos col 6ides metalicos de Au.

-Intensificagdo - Aumento da intensidade Raman de determinados modos vibracionais de
moléculas nas proximidades da nanostrutura metdlica, devido a ressonancia de plasmons do
substrato metdlico (tépicos 2.31 e 2.34 descritos a seguir)

2.3.1 Nanoparticulas metalicas
Quando suspensdes de nanoparticulas metalicas sdo iluminadas pela luz, notamos um

comportamento diferente na coloracdo. Este efeito ndo € novo, tem sido verificado desde a
antiguidade, como por exemplo, o calice de Licurgo (século 1V), Figura2.5. Ou em igrejas antigas

da Europa (século V) quando eram incoporadas nanoparticulas metalicas nos vidros das janelas,
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como por exemplo, em Sainte Chapélle ou Catedral Notre Dame ambas em Paris, representadapela
Figura 2.6. O interesse cientifico na cor de nanoparticulas iniciou-se quando Faraday sintetizou o
famoso Fluido Ruby fazendo reagir cloreto de ouro com fosforo na presencade disulfeto de carbono
(CSy). Faraday prop6s gque a coloracéo era devido a reducdo dos ions de ouro. Depois disso, Mie
explicou as mudancgas de coloracdo e sua dependéncia com composicéo do metal, bem como do

ambiente circundante [ 71].

(i) (ii)

Figura 2.4 Cdlice de Licurgo fabricado em matriz vitrea e com a coloragéo dependente do angulo de
incidéncia da luz visivel sobre a sua superficie [74]. (i) Quando aluz ao ser transmitida observa-se uma
coloragdo vermelha. [74-75] (ii) A cor verde resulta da reflex@o da luz pela superficie do cédlice. Figura
retirada da referéncia[74].
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Figura 2.5 Catedral Notre Dame em Paris. Figuraretirada dareferéncia[76]
2311 Plasmons de superficie
Plasmon é uma quasi-particula (oscil agdes col etivas), representada por oscilacdes de carga
do plasma (el étrons nasuperficie). [57,77-83]. Quando um metal nanoestruturado € iluminado com
radiacdo eletromagnética de frequéncia adequada € possivel excitar os plasmons de superficie
levando a observacdo de cores caracteristicas [79, 83]. Para os metais (Cu, Ag e Au) afrequéncia

de plasmon ocorre naregido do visivel [57-58,80].

A Figura 2.6 exibe a interacdo entre o campo el étrico incidente da luz e os elétrons livres
da nanoparticul aque tem dimensdes menores que 0 comprimento de onda daluz. O campo el étrico
pode causar 0 movimento dos elétrons livres para fora da particula em um sentido, criando um
dipolo que pode aternar com a diregdo de alteracéo do campo elétrico. Quando a frequéncia do
dipolo € aproximadamente igual a luz incidente a condicdo de ressonancia é satisfeita. Tais
condi¢cOes referem-se a ressonancia de plasmons localizados na superficie (LSPR do inglés
Localizaed Surface Plasmon Ressonance) [78-79,83-87].
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campo elétrico

Nanoparticula
Metalica

Nuvem eletronica

Figura 2.6 Representacdo esquematica dos plasmons se propagando em nanoparticulas metdlicas. Figura
adaptada [78].
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Para uma nanoparticula de poucos nandmetros (~50 nm), é considerado somente um modo
de dipolo de interacdo e assume que o campo elétrico da luz é constante (aproximacdo quase-
estatica). No limite de dipol o quase-estatica de uma particula esférica, a oscilacdo da superficie de
plasmon € dominada pelo modo dipolar dada pela polarizabilidade;

. (e-e )
a—BgOVLHzgm J (2.8)

Onde V € o volume da particula, £ € a permissividade no vacuo, £ € a constante
dieléctricado meio circundante, &€ é afuncéo dielétricado metal, no qual é complexa e dependente
da frequéncia, g(w)=¢ +ic(w), onde & ¢€ a parte red da fungdo dielétrica e & € a parte
imaginéria[88].

A partir da polarizabilidade, a absor¢gdo apresenta um comportamento de ressonancia

guando os denominadores ficam proximo de zero (Equagéo 2.8). Assim, € possivel encontrar uma

ressonancia quando;
[e (w)+2¢ T +[e,(w)] =minimo (2.12)

Isso significa que £ € negativa. Além disso, & pode ser pequena, por exemplo £<1a

condicdo de ressonancia segue;

£ =-2¢ (2.13)

r m

Os coeficientes de absor¢do e espalhamento serdo representados em termos da
polarizabilidade dipolar, dados por [71];
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8w’
5sca (W |a(W)| (2'9)
27TwW
0, (W)===Im{a(w)} (210
O-ext = O-abs + O-sca (2.11)

Onde c é avelocidade daluz e w é afrequéncia

Observa-se pelas equacdes acima, que a absor¢do de luz é proporcional a polarizabilidade,
enguanto que o espalhamento € o quadrado do volume. Portanto, o espalhamento prevalece para

particulas grandes e a absor¢do preval ece para particulas pequenas [ 71, 88].

Existem casos que as nanoparticulas metédlicas séo separadas por poucos nandmetros,
fazendo com gque os plasmons de superficieintergjam entre si e, como resultado, 0 campo espal hado
apartir de uma particula se sobrepde com as outras que estdo suficientemente proximas. Assim, 0s
plasmons de superficieirdo ser acoplados e dependentes daforca deinteragcdo. Em algumas regides

entre as particul as esta interacéo pode criar campos el étricos locais extremamente altos [78-79].

Para os metais nobres, a primeira caracteristica dafuncéo diel étrica de acordo com Johnson
e Christy [89-90] é que sua parte rea € negativa, explicando sua alta refletividade, pois a grande
maioria dos metais possuem a parte real da fungdo dielétrica positiva, isso também explica a
transparéncia da maioria dos metais. A parte real da funcdo didétrica esta relacionada ao
espa hamento[ 89-95].

Por outro lado, a parte imaginéria das funcdes dielétricas esta rel acionada a absorcéo, ou
sgja, 0 quanto o materia perdeu, por exemplo quanto de luz incidente no material é absorvida. A

prata (Ag) apresenta banda de absorcéo em aproximadamente 300 nm, sendo assim néo apresenta
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contribui¢cdo naregido do visivel (400-700nm). Isso justificaaampla utilizacdo em SERS com este
material [93-95].

Cobre (Cu) e Ouro (Au) apresentam banda de absorg¢éo entre 500 e 600 nm. Porém, abanda
de absorcdo em regido proximaa 600 nm do ouro apresenta componente imaginéria semel hante ao
da prata, isso justifica sua grande utilizacdo em SERS. Além disso, 0 ouro apresenta maior
estabilidade e ndo oxida em temperatura ambiente justificando sua maior utilizacdo quando
comparado com a prata [89-90, 94].

2312 Efeito do Tamanho
A frequéncia de ressonancia depende fortemente do tamanho da particula, de tal modo que

controla a distribuicdo espacial de cargas de polarizacdo através da separacdo de cargas da
superficie. Na aproximagdo quase-estatica, sdo observados modos de ressonancia de plasmon de
superficie localizada (LSPR) no qual sdo atribuidos a excitacdo dos modos de ressonancia dipolar.
Com o aumento do tamanho a banda de plasmon é deslocada devido a diminuicdo da forca
restauradora entre as cargas opostas [83]. Um aumento do tamanho da nanoparticula o espectro de
absorcéo tem contribui¢do de anbos modos dipolar e multipolar. Em umacondicgéo geral paraestes

modos € dado por;

& - —['lil} (2.14)

Onde| é aordem do modo de ressonancia

O efeito de tamanho foi examinado pelo El-Sayed e colaboradores [87]. Na Figura 2.7 os
autores mostraram as nanoparticulas de ouro com diémetro medio compreendido entre 9 e 99 nm,
As bandas de plasmon sd0 deslocadas para maiores comprimentos de onda com o aumento do

tamanho das particulas [87 -88].
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Figura 2.7 Espectros de absor¢do de suspensdes aquosas de hanoparticul as de ouro com diferentes tamanhos
(9, 22, 48 e 99 nm). Os espectros foram normalizados no méximo de absorcéo (517, 521, 533 e 575 nm).
Figura adaptada [87].

Os dois principais mecani smos (el etromagnético e quimico) normalmente utilizados paraa

explicacdo do efeito SERS vem apresentados a seguir [57-58,65];

2.3.2 Fator deintensificacdo SERS e Mecanismo Eletromagnético
O fator de intensificacéo do efeito Raman pode ser da ordem de 10°-108 e o mecanismo

eletromagnético pode levar a este valor [57-58, 65, 86,94,96].

Um esguema simplificado para o entendimento do conceito de intensificacdo

eletromagnético é representado na Figura 2.8. Uma nanoestutura metdlica é uma esfera com a

constante diel étrica complexa em um ambiente circundante &,, com constante dielétrica £[97]
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O diametro da esfera (2r) é pequeno quando comparado ao comprimento de onda da luz.
A molécula é vicinal na esfera (disténciad) e é exposta a um campo e etromagnético Eu, o qual é
a superposicdo do campo incidente E, e 0 campo de dipolo Esp induzido na esfera metdlica. [82-
83,86, 97].

Molécula

EM=E0+ ESF

E: Campo de um ponto do dipolo
no centro da esfera

/A <0,05
‘E'.'D ="E E-E\ﬂ E‘. : : —
E+2s, (r+dy

Esfera metalica

Figura 2.8 Esguema representativo para 0 entendimento do conceito de intensificacdo do SERS
eletromagnéti co. Figura adaptada de [97].

O fator de intensificagdo do campo (A(w)) € o raio do campo na posi¢ao da moléculae o

campo de incidente;

Aw) = E,.W)  gw-¢, ( r T (2.15)

E, e (W) +2¢, \r+d

Onde A(w)é particularmente forte quando a parte real de & é igud a (- 2€.).
Adiciondmente, para uma forte intensificacéo eletromagnética a parte imaginéria da constante
dielétrica precisa ser pequena. Esta condi¢do descreve a excitagdo de ressonancia dos plasmon de

superficie, conforme ja mencionado anteriormente.
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De forma andloga o campo do laser, o espalhamento Stokes e anti-Stokes ir8o ser
intensificados caso estegjam em ressonancia com a superficie de plasmon da esfera metdlica
Considerando os efeitos de intensificacdo do laser e campo Stokes, o fator de intensificacéo parao

sinal Stokes, pode ser escrito como;

Gn(W,) = AW Pl A(w,)?

~| g&MW)-¢&, |2| g W)-&, |2£ r jlz 2.16

&, (W) +2z,| |& (w)+2,| \r+d

Onde A(V\{) e A(V\g) sd0 os fatores de intensificacdo do laser e do espalhamento Stokes,
respectivamente. A equacdo 2.16 é simples e ja descreve as propriedades importantes e
peculiaridades daintensificacdo eletromagnética SERS. Outro fator importante através da equacéo

2.6 é que Gen € frequentemente aproximado assumindo que A(V\() e A(V\g)sejam semel hantes e,

consequentemente G, =/ AW)[", mostrando um aumento de intensificaggo que aumenta com a

guarta poténcia do campo local da nanoestrutura metaica, sendo particularmente forte quando a

excitacdo e o campo espal hado estéo em ressonancia com os plasmons de superficie.

Além disso, a equacdo 2.16 mostra que a intensificacdo eletromagnética é um efeito de
longo alcance, o que significa que a molécula ndo necessariamente precisa estar em contato direto

com o substrato SERS, mas aumenta fortemente com o aumento da proximidade das particulas

descritas pelo decaimento do campo de dipolo da distancia( }/d)3 (equacdo 2.15) para a quarta

poténcia o que resulta em( % )2,

Com isso, algumas consi deragdes importantes devem ser notadas.

v' A excitagdo da ressonancia dos plasmons de superficie pode ocorrer em uma particula
isolada, agregados de nanoparticulas ou em superficies rugosas. O plasmon de ressonancia
€ determinado pelas propriedades dpticas do materia, tamanho e forma da nanoestrutura;

v" Quando a molécula é adsorvida na superficie da nanoparticula metélica, contribuicdes do
metal podem aterar magnitude, simetria e propriedades de ressonancia da polarizabilidade

Raman da mol éculaisolada;
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v Excitacdo SERS é um fenémeno de campo préximo. A interacdo entre plasmons de
particulas vizinhas aumenta o fator de intensificagéo [96-97].

A Figura 2.9 representa um comportamento interessante. Quando as nanoparticulas
metdlicas estdo suficientemente préximas, os plasmons de superficieinteragem entre si, resultando
em um fendmeno conhecido como hot spot. As moléculas adsorvidas nesta regido (hot spot)
apresentardo espectros com forte intensificagdo [96-102].

Uma vez que as intensidades Raman sdo produtos escalares da intensidade do campo
incidente e a polarizabilidade, ndo é de surpreender que existem dois mecanismos normal mente
considerados para SERS, um envolve melhoramento naintensidade do campo, como resultado da
ressonancia de plasmon de excitagéo e o outro, a melhoria na polarizabilidade devido aos efeitos
guimicos, tais como, de transferéncia de carga e estados excitados [65,96].

Figura 2.9 Fator de intensificacio em um hot-spot com nanoparticul as separadas até 2 nm. Figura adaptada
[102]
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2.3.3 Mecanismo Quimico
O mecanismo quimico € resultado da interacdo el etrénica entre a nanoestrutura metaica e

amolécula adsorvida [57-58,96-97,99]. O efeito € menos pronunciado resultando em um fator de
intensificacéo de ~ 107, mas tem suaimportante caracteristica. Otto descreveu em seu artigo [103]
gue sem 0 mecanismo eletromagnético ndo haveria sind SERS, mas 0 mecanismo quimico
determina o que é observado. 1sso mostra a fundamental importancia do espectro observado em
SERS, no qua contém as informagdes sobre o adsorbato e o seu ambiente em particular, orientagdo
da intensidade com a nanoestrutura, sua orientacéo espacial e as propriedades de polarizagdo do
campo elétrico local [57-58].

A Figura 2.10 mostra o mecanismo de transferéncia de carga para uma molécula adsorvida
em uma superficie. O mecanismo quimico acontece quando ha uma energia de separacéo (gap)
entre os orbitais moleculares de ata energia (HOMO) e os orbitais desocupados de baixa energia
(LUMO), no qual ha uma redistribuicdo do nivel de energia da molécula absorvida sobre uma
superficie rugosa. Assim ocorre transferénciade cargaentre o metal e o absorbato. Todo o processo

pode ser identificado pelas seguidas etapas,

v' Etapa 1. Um par de elétrons buraco do metal é criado por fétons incidente com

energia h\/\{) e um elétron é excitado como um hot-eletron;

v Etapa2: O hot-eletron tunela em acessiveis niveis de vacancia, detal o LUMO do
absorbato é transferido para o estado excitado;

v' Etapa 3: Um ion negativo criado na etapa 2 tem uma geometria de equlibrio
diferente da molécula adsorvida origina e o elétron iraretornar para o metal, eira
relaxar durante o processo de transferéncia de carga;

v Etapa4: O elétron irarecombinar com o buraco criado na etapa 1, o que levaaum
estado vibracional excitado e a molécula ird emitir um deslocamento Raman com

foton de energia hw.

Geramente, o efeito quimico de contribui¢cdo SERS tem um curto al cance. Este mecanismo
depende da molécula absorvida, geometria da ligagdo e nivel de energia da molécula adsorvida
[57-58, 99,103].
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Figura 2.10. Representacdo esquematica para 0 processo de transferéncia de cargas para uma molécula
adsorvida em uma superficie. Figura adaptada[100]
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3 Biossensores

O conceito bésico dos biossensores foi proposto por Clark e Lyons que apresentaram em um
seminério o termo eletrodo enzimatico [104-107]. Eles desenvol veram um amperimetro sensivel a
glicose usando a enzima glicose oxidase, fisicamente imobilizada em uma membranade cuprofane
(celulose regenerada) acoplada em um el etrodo de oxigénio. Updike e Hicks melhoraram o sensor
pelaimobilizacdo daquel a enzima em gelatina[106-109]. Desde entéo, os biossensores tém grande
importancia devida a enorme capacidade de resolver problemas analiticos e desafios nas diversas
areas, tais como, seguranca aimentar [110], monitoramento ambiental [11], farmacologia [112],
medicina[113-114], entre outros. Estas aplicacdes associadas com o baixo custo e dta eficiéncia
dos dispositivos sdo amplamente usadas no nosso diaadia[106-107].

Um biossensor é definido de acordo com a IUPAC (International Union of Pure and
Applied Chemistry), como sendo um dispositivo integrado que € capaz de proporcionar informacao
analitica especifica, utilizando um elemento de bioreconhecimento que esta em contato direto com
o transdutor [15]. A Figura 3.1 mostra as partes tipicas de um biosensor: (a) bioreceptores que
ligam especificamente no andito, (b) arquitetura de interface onde acontece a interacéo bioldgica
especifica dando origem ao sina (¢) elemento transdutor-converte o sinal em sina eletronico e
amplificado pelo detector usando uma referéncia apropriada e, entdo enviada ao processador (d)
software de um computador descreve o processo a ser investigado, (€) finalmente é apresentada a
um sinal mensuravel. [106, 116].
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Figura 3.1 Elementos basi cos de um biossensor. Adaptado [106,116].

Um biossensor ideal deve apresentar as seguintes caracteristicas.

37

(a) A reacéo deve ser independente de parametros fisicos como pH, agitacdo e temperatura. Istoira

permitir a anadlise de amostras com pré-tratamento minimo. Se a reagcdo envolve cofatores e

coenzimas estas devem de preferénciatambém ser co-imobilizadas com a enzima.

(b) A resposta deve ser exata, precisa, reprodutivel e linear nafaixa de concentragdo de interesse,

sem diluicdo ou concentracdo. Além disso, aresposta deve ser livre de ruido.

(c) Caso 0 biossensor sgja usado para monitorar situagdes clinicas a sonda deve ser minlscula e

biocompativel, ndo tendo efeitos toxicos ou antigénicos.

(d) Paraumamedidargpidado analito em amostras reais € desgjavel que o biossensor proporcione

analise em tempo red.

(e) O biossensor completo deve ser barato, pequeno, portétil e capaz de ser utilizado por qualquer

pessoa[116].
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3.1 Imunosensor e lmunoensaios

Um imunosensor € um tipo de biosensor baseado nareacdo imunoldgica, isto €, nainteracdo
do anticorpo (Ab) e antigeno (Ag) nasuperficie do transdutor [116-117]. Em geral, o principio dos
imunosensores sao baseados no fato do reconhecimento especifico, imunoquimico de anticorpos
imobilizados sobre um transdutor de antigenos na amostra, para produzir sinais analiticos que
variam com a concentracao do analito de interesse. Os méritos dos imunosensores sdo provenientes
da afinidade e seletividade da reacdo entre antigeno-anticorpo, produzindo uma ligagdo atamente
especificadevido as diferentes forcas de interacéo, basicamente interagdes el etrostéticas, forgas de
Van der Waals e ligages hidrogénio [119].

A dta especificidade € obtida pelo reconhecimento molecular do analito alvo (geralmente
antigenos) por anticorpos (elemento de reconhecimento bioldgico) para formar um complexo
estavel sobre a superficie de um imunosensor. Além disso, a sensibilidade depende de fatores
incluindo a alta afinidade analito, anticorpo especifico, orientacdo apos ter sido imobilizado no
imunoensaio ou na superficie do imunosensor e sistema de deteccdo apropriado para medicéo

andlitica.

Dependendo da tecnologia empregada no transdutor, os imunosensores podem ser
classificados em trés classes: Opticos, € etroquimicos e piezelétricos [119]. Além disso, com base
no formato do imunoensaio usado que pode ser direto (o dispositivo detectaa diferencadamudanca
por corrente, resisténcia, massa, calor ou propriedades Opticas) ou indireto (usa-se sondas para

deteccdo no imunoensaio) [121].

3.2 Principios do Imunoensaio

Os anticorpos sdo glicoproteinas conhecidas como imunoglobulinas (1g). Existem cincos
classes de glicoproteinas (1gG, IgM, IgA, 1gD e IgE) também descritos na Tabela 3.1 [122], que
diferem nas suas propriedades fisico quimicas e na sequéncias dos aminoacidos. O 1gG é mais
abundante da classe (~70%) e mais frequentemente usado em técnicas de imunoensaios. A Figura
3.2 mostra um esquema do anticorpo 1gG. O 1gG possui aformade Y baseada em duas cadeias
polipeptidicas. O peso molecular da menor cadeia (cadeialeve) é de aproximadamente 25000 Da,
enguanto o da maior cadeia (cadeia pesada) € de aproximadamente 50000 Da. Em cada molécula

IgG, haduas cadeias leves e duas cadeias pesadas que sdo mantidas unidas por ligagdes disulfeto
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[118]. Ambas as cadeias |eves e pesadas sdo divididas em um dominio constante (C) e um variavel
(V) baseada na sequéncia de aminoécidos. A cadeia leve tem um dominio Unico (VL) e uma
constante Unica (C.). A cadeia pesada consiste de um anico dominio (V) e trés dominios
constantes (Cnl, Cr2, Ch3). Em geral, amoléculade anticorpo pode ser divididaem doisprincipais
fragmentos, o fragmento ndo antigénico (denotado como Fc) e o fragmento antigénico (F(ab")2)

[123] como indicado na Figura 3.2.

Regido Variavel

Fragmento F(ab’), Fragmento Fab

\\"‘\
" Fragmento Fc

£..3

B cadeia leve B cadeia pesada

Figura3.2 Esguemailustrativo daformaY daestruturado anticorpo. Naregido entre acadeialeveeacadeia
pesada ocorre aligagdo antigénica. O brago aberto daformaY € geralmente denotado como Fab enquanto
apor¢do ndo antigénica é referida como Fc. Figura adaptada [123].
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Tabela 3-1.Propriedades e abundancia de imunoglobulina [ 122]

Classe Concentracéo em soro Propriedades car acteristicas
adulto
10gG 12 mg/mL Unico que atravessa a placenta
IgE 0,3 mg/mL Predominante na resposta
alérgica
IgM 1,0 mg/mL Lisa bactéria por ativacdo de
outros componentes do soro
IgA 1,8 mg/mL Encontrado em  secrecOes

(sdlivaelagrima)

IgD 30 mg/mL Encontrado em linfocitos

Os anticorpos podem ser monoclonais ou policlonais. O anticorpo policlonal pode
reconhecer uma variedade de epitopos (pequeno sitio de um antigeno que possui um complementar
especifico para a ligagcdo com um anticorpo) em um antigeno que pode ser uma caracteristica
especiamente Util em alguns procedimentos experimentais. Uma vez que estas misturas de
anticorpos policlonais reagem com varios epitopos sobre a superficie do antigeno, seréo mais

tolerantes a pequenas ateragdes no antigeno [123].

Por outro lado, anticorpos monoclonais reagem com um Unico epitopo no antigeno, no
entanto, eles s8o mais vulneraveis a perda do epitopo. A especificidade de anticorpos monoclonais
tornaextremamente eficiente aligagcdo do antigeno dentro de um misturade molécul asrelacionadas
[124-126].

Um antigeno é qualquer substancia que induz uma resposta imune quando introduzido no

tecido do animal susceptivel é capaz de se combinar com os anticorpos especificos formados.
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Antigenos séo geramente moléculas com ato peso molecular, comumente proteinas ou
polissacarideos. Em um determinado tempo suficiente, qualquer substancia estranha serd
identificada pelo sistema imunolégico e provocard a producdo de anticorpos especificos. No
entanto, esta respostaimunol 6gica especifica € altamente variavel e depende do tamanho, estrutura
€ composi¢do dos antigenos. Os antigenos que induzem fortes respostas imunitérias sdo referidos
como sendo fortemente imunogénicos [125].

Em um imunoensaio, 0 anticorpo combina-se especificamente com o correspondente
antigeno ou hapteno (substéancia de baixo peso molecular que por si ndo é imunogénica, mas pode
se ligar ao anticorpo especifico), formando um complexo [127] de acordo com a Equagdo 3.1. A
afinidade de interacdo entre um anticorpo (Ab) e um antigeno (Ag) pode geramente ser descrita
pela expresséo de equilibrio, de acordo com a expressdo 3.2 [119,127]:

Ag + Ab = AgAb

(3.1)

K = [ Ag.ADb]
[AQ][ADR] @2

Onde, Ka é a constante de afinidade para ainteracdo e Ag-Ab € o complexo formado entre

Ab e o0 especifico Ag. Vaores tipicos vaores de Ka variam de 106 a 10 L.mol* [119,127].
3.3  Biossensores usando ensaios sanduiche SERS

Conforme ja mencionado, SERS é uma técnica de espectroscopia vibracional ultrasensivel
gue detecta moléculas proximas a superficie de nanoestruturas plasmonicas, resultado de um
importante aumento de intensidade comparado com a espectroscopia Raman normal. A aplicacéo
classica envolve a deteccdo direta de varios analitos ligados a um substrato SERS metélico,

produzindo informagdo com base nos espectros SERS dos analitos [128].

Nos ultimos anos novas alternativas tém sido desenvolvidas para a melhoria do sina

Raman. Uma técnica descrita em varios exemplos da literatura [129-132] e também descrita nesse
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trabalho de doutoramento, combina nanoestruturas metalicas com molécul as organicas especificas
apresentando uma banda bem caracteristica. Esse sistema € conhecido como sonda SERS [131-
134]. Neste sistema, as nanoparticulas metadlicas sdo recobertas com moléculas organicas
(normal mente corantes), que em geral apresentam banda de absor¢cdo no mesmo comprimento de
onda do laser Raman incidente. Esse efeito € chamado de SERS ressonante (SERRS), conforme

discutido no capitulo 2.

O desenvolvimento de sondas SERS é considerado um avanco para andlise espectroscopica
de amostras hiologicas, pois oferece grandes vantagens tais como: (@) ata sensibilidade para
analises de pequenas quantidades de amostras; (b) tempo de vida extremamente curto, que impede
o photoblenching, transferéncia de energia do estado excitado dos marcadores (corantes); (c) ato
contraste, que pode ser a cancado usando excitagcdo no infravermelho proximo afim de minimizar
a autofluorescéncia de tecidos e células, permitindo as sondas SERS (SERS probes) possam ser

usados para geracdo de imagens nao invasiva em pacientes vivos [132].

Uma sonda SERS € composta por: uma nanoestrutura metdlica, geramente uma
nanoparticula de prata (AgNPs) ou nanoparticula de ouro (AuNPs), uma molécula organica com
uma banda bem caracteristica e um anticorpo conjugado. As nanoestruturas metélicas fornecem
um forte sinal espectroscopico devido aos campos oOpticos locais em superficies metdlicas. A
mudanca da composi¢do quimica, tamanho e estrutura do nicleo de metal podem afetar as
propriedades das sondas SERS. Além disso, essas moléculas organicas devem ser ancoradas a

nanoestrutura metélica para gerar aimpresséo digital do SERS[132-134].

A imobilizacdo sobre a superficie metdlica € descrita como uma monocamada auto-
montada (SAM do inglés self assembled monolayer). Existem diversos tipos de substratos e
optamos pelo ouro neste trabaho, pois apresenta caracteristicas bem interessantes, tais como: a)
facilidade de obtencdo na forma de filmes ou coldides; b) Au é inerte, isto é ndo oxida a
temperatura abaixo da temperatura de fusdo, ndo reage com O, atmosférico - estas propriedades
facilitam a manipulacdo; c) alta afinidade com grupostidis, d) baixa toxicidade, sendo compativel

com células, isto €, as células podem aderir sem qual quer evidéncia de toxicidade [135-136].

Geramente, trés tipos de organotiois sdo usados imobilizados sobre a superficie de ouro
como: acanotiois (H-S(CH2)nX, diaquildisulfitos ((X(CH2)mS-S(CH2)nX) e diaquilsulfitos



((X(CH2)mS(CH2)nX, onde m e n sdo numero de grupo metileno e X representa o grupo funcional
final do grupo da cadeia aquil (-CHs, -OH, -COOH) [135].

Um organotiol imobilizado na superficie consiste de trés partes: A Figura 3.3 representa
estas partes. (i) Tiol no grupo calda que forma uma ligagéo forte covalente com o substrato (ii)
espagador, sendo uma cadeia de hidrocarbonetos (varidvel comprimento de carbonos) o que
estabilizao SAM atraveés de interacOes Van de Walls e (iii) grupo terminal (cabeca), que pode ter
diferentes fungdes, uma pequena mudanca no grupo termina podem alterar as propriedades

guimicas e fisicas da camada [135-136].

/Grupo Cabecga(ijii)

COOH  COOH
COOH ¢ {

’

__ « Espacgador (ii)
:\' &
S S - Grupo Calda(i)

S Au

Figura 3.3 Esquema de formag&o do organotiol imobilizado em uma superficie de ouro Figura adaptada
[137].
As aplicacbes usando SAMs sd0 as mais diversas, tais como em nanofabricagéo,

biossensores e imunossensores.

O primeiro relato de ensaio sanduiche SERS foi demostrado por Porter e colaboradores
[138] usando nanoparticul as de ouro para deteccdo em SERS. O ensaio foi capaz de detectar 1gG
com altaprecisdo. Comisso abriu se um novo caminho paraum novo método de deteccéo atamente
sensivel, usando um formato de ensaio sanduiche em que o analito de interesse é diagnosticado
indiretamente entre um suporte (SAM) e as nanoparticulas ancoradas com a mol écula marcadora

(SERS probe ou sondas SERS) queira gerar o sinal de interesse.

Tipicamente, imunoensaios baseados em SERS s&o conhecidas por ser uma técnica de

deteccdo de diagnodstico de doencas, pois combina a facilidade, a versatilibilidade de sintese,



produzindo sistemas com alta sensibilidade. Alguns requisitos importantes para um imunoensaio
SERS para aplicagdes em diagnodsticos sGo uma resposta reprodutivel e uniforme, periodo de vida
estavel e asimplicidade de fabricagéo [130-132].

Umaimportante aplicacdo usando essa metodol ogiafoi proposta por Y oon e colaboradores
[139] que demostraram a possibilidade de deteccdo de cancer de préstata. Neste tipo de
imunoensaio sanduiche SERS o0s autores usaram para capturar antigenos em uma camada
imobilizada de anticorpos em que o substrato de ouro foi imobilizado sobre uma SAM. As
nanoparticulas de ouro foram revestidas com uma molécula sonda e detectou-se 0 espectro SERS
dasonda. Neste trabalho os autores observaram que o PSA (anticorpo do cancer de préstata) estava

presente.

Doria e colaboradores [140] propuseram uma superficie imobilizada com anticorpos e
nanoparticulas de ouro ancoradas com com MBA (&cido 4 mercaptobenzoico) funcionalizado com
um anticorpo. Neste trabalho os autores conseguiram detectar o antigeno do virus da hepatite B em
concentragdes abaixo 5000 ppm.

Zengin e colaboradores [141] desenvolveram um ensaio em sanduiche altamente sensivel
paraadeteccdo daproteinat (proteinaespecificado mal de Alzhemeir) utilizando uma combinagéo
de anticorpos monoclonai s anti-t, nanoparticul as magnéticas e sonda SERS. As particulasde silica
magnéticas foram revestidas com poli (metacrilato de 2-hidroxietilo) e em seguida com anticorpos
anti-t de monoclonais. A utilizacgo de particulas magnéticas permite a separagdo por meio de um
ima. As amostras isoladas formam o sanduiche com o substrato de SERS composto de anticorpos
policlonais anti-t e 5,5-ditiobis (&cido 2-dinitrobenz6ico) em nanoparticulas de ouro. Neste

trabalho os autores, mostraram que o limite de detecgdo do ensaio sanduiche foi abaixo de 25 fM

Uma aplicacdo usando esta metodol ogia envolve detecgdo em tempo real da glicose sendo
de enorme importancia para quem sofre de diabetes. No trabalho, os autores [142] apresentaram
um sistema de deteccdo de glicose transcutanea usando SERS in vivo. O dispositivo foi utilizado
a0 longo de 17 dias, e mais importante, os autores relataram que entre os dias 6 e 17, os niveis de
glicose medidos foram encontrados para estar dentro dos nivels clinicamente relevantes. A

superficie de nanoesferas de prata foi funcionalizada com uma mistura de SAM e implantada
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subcutaneamente em ratos (Sprague-Dawley). A concentracdo de glicose foi monitorada no fluido
intersticial em seis ratos separados. A ata precisdo, e medicdes de glicose estaveis consistentes,

fornecem a promessa para um dispositivo implantavel como sensor de glicose em tempo real.

3.3.1 Reducdo da ligacdo ndo especifica
Uma dificuldade encontrada por pesguisadores da area de biossensores é a adsorcéo de

proteinas sobre as superficies, que muitas vezes leva a alteragbes conformacionais de moléculas da
proteing, causando a perda de atividade. Alias, a presenca de moléculas ligadas irreversivelmente

num biossensor pode fazer medidas de outras moléculas ndo especificas.

Os resultados de adsor¢do ndo-especificas ocorrem de varias formas através de forcas
interativas entre proteinas e superficies, tais como: interacao hidrofébica/hidrofilica, forcasde Van
der Waals, ligacdo de hidrogénio e interactes i dnicas. Estudos mostram que a adsor¢do de proteina
sobre superficies ocorre devido as interaces entre a as regifes hidrofébicas. Mais ainda, as
proteinas maiores séo mais provaveis deinteragir com as superficies, porque el es podem entrar em
contato em mais sitios locais de adsorcéo [ 143-144]. Adsorcao também depende da estabilidade da
estrutura da proteina, devido a um desdobramento da estrutura da proteina, que podem levar aum

aumento da liberdade conformacional da cadeia[145].

A adsor¢do ndo especifica de proteinas sobre a superficie conduz a incrustagdo do
biossensor induzindo ateracbes na disponibilidade da superficie do analito. Ligagdes ndo
especifica de biomoléculas sdo portanto, uma grande desvantagem da aplicacdo de biossensor.
Diante disso, a sua eliminacdo ou reduc@o necessita de ser seriamente considerada durante o

desenvolvimento de biossensores [146].

A ligacdo ndo especifica sobre uma superficie do sensor pode ser alterada pela mudanca da
guimicadasuperficie do biossensor, modificando a concentracéo de proteina e também variando a

forcaidnica, pH e temperatura das solucdes tampao [143,146].

Uma alternativa para contornar a ligagdo ndo especifica é imobilizar a superficie com
polimeros [36]. Neste trabalho foi utilizado o polietileno glicol (PEG) [146-147]. O PEG tém sido
amplamente utilizado como um biomaterial devido a sua baixatoxicidade, baixaimunogenicidade,

e autores constataram que a ligacéo covalente de PEG sobre superficies retarda grandemente a
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adsorcdo de proteinas [36-39]. A resisténcia do PEG para a adsor¢do de proteinas € geralmente
considerado um efeito estérico de repulsdo, em que o polimero impede a proteina de atingir a

superficie do substrato para absorver [147]

Michel e colaboradores [148] desenvolveram um estudo de mudanca de conformacédo e
adsorcdo de diferentes proteinas em superfice de nidbio modificado com o PEG. O estudo
determinou a relagéo entre a densidade da superficie PEG, proteina adsorvida, grau de proteina e
mudancas de conformacdo. A superficie com PEG reduz ndo sO a quantidade de proteinas
adsorvidas, mas também reduz o grau desnaturacdo da proteina. O grau de desnaturacéo depende

tanto do tipo de proteina quanto da densidade de superficie de cadeias de PEG.
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OBJETIVOS

Objetivos Geral

» Desenvolvimento de uma prova de conceito para deteccéo do peptideo p17-1 do virus HIV
baseado em SERS

Objetivos Especificos

v Construcédo de duas plataformas de imunoensaio com MUA e PEG;

v Preparacdo de nanoparticulas de ouro modificadas pela molécula sonda SERS azul do
Nilo A (NBA);

v' Mapeamento SERS e tratatamento estatistico dos experimentos;

v' Comparacao das duas plataformas SERS a fim de verificar a reducéo da ligacdo néo
especifica.



4  Secdo Experimental
4.1 Reagentes

Em todos os experimentos foram utilizados agua ultrapura (Banstead Nanopure, resistividade
18.2 Q-cm). Foram também utili zados os reagentes como: Acido 11-mercaptoundecandico (MUA,
> 99%, Sigma Aldrich), cloreto de ouro trihidratado (HAuUCl4.3H20, > 99,9%, Sigma Aldrich),
citrato de sodio dihidratado (> 99%, FG), perclorato deazul do Nilo A (NBA, 95%, SigmaAldrich),
Etil dimetilaminopropilcarbodiimida e sulfo-N-hidroxisuccinimida (EDC e sulfo-NHS, ambos da
ProteoChem, USA), HS-PEG-COOH e HS-PEG-CH3 (Peso Molecular = 3000 e 5000 Da, ambos
da Rapp Polymere Tuebingen, Germany), anticorpo monoclonal 1gG HIV pl7 (Peso molecular =
17 KDa, Santa Cruz Biotechonology, USA), p17-1 peptideo (sequéncia LSGGELDRWEKIRLPGG,
> 98%, RS Synthesis, USA), albumina de soro bovino (BSA, > 96 %, Sigma Aldrich).

4.2 Preparacdo das Nanoparticulas de ouro (AUNPS)

As nanoparticulas de ouro foram sintetizadas pela reducdo do Au (111) com a presenca de
citrato de sodio como descrito no protocolo de Turkevich [149]. 340 uL foram diluidos de uma
solugdo aquosa de 10,1 mM do cloreto aurico, agitado e aguecido até uma temperatura de 100 °C.
Subseguentemente, foram adicionados rapidamente 5 mL de uma solugdo de citrato de sodio (1%)
mantendo agitacdo e 0 aguecimento constante, durante uma hora. A Figura 4.1 mostra a formacéo

das nanoparticul as de ouro quando pronta.

Figura 4.1 llustracdo da suspensdo de AuNPs.
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4.3 Construgao das plataformas de ensaio MUA e PEG.
No esguema representativo da Figura 4.2 (i e ii) mostra a construcéo das plataformas de
capturas. Foram desenvolvidas duas plataformas de captura (plataforma de capturaaMUA e

plataforma de captura-PEG).

Superficies de vidro recobertas com ouro (100 nm) por e etrodeposicdo (5 nm Cu + 100 nm
Au), Figura A (i eii), foram imersas em uma solugéo etandlica de MUA (10 mM) por 24 horas,
Figura B(i). Para a formacédo da plataforma-PEG, as superficies de ouro foram imersas em uma
mistura de solucdo aquosa de PEG (CH3-PEG-SH e COOH-PEG-SH, proporgéo 1:3,
respectivamente), por 2 horas, Figura B (ii). Posteriormente, as amostras foram cuidadosamente
lavadas e secas com nitrogénio ultrapuro. Este processo de ambas as etapas é conhecido como
monocamada auto-montada (SAM) e para descric¢des posteriores serdo mencionadas como SAM-
MUA e SAM-PEG, respectivamente. Ambas as amostras (SAM-MUA, (i) e SAM-PEG, (ii))
seguiram para um processo de ativacdo dos grupos funcionais COOH que ocorreu pela adicdo da
solugdo de EDC (40 pL de 20 mg/mL) seguindo pela adi¢do da solucdo sulfo-NHS (40 pL de 55
mg/mL). A misturafoi deixadaincubada por duas horas, FiguraC (i eii).

As superficies de ouro modificadas (i eii) foram imersas em uma solugéo contendo 100 pL
do anti-p17 (100 pg/mL) em solugdo tampdo PBS por seis horas. Estas etapas do trabaho, foram
descritas como plataformade captura M UA e plataf ormade captura PEG, representada pela Figura
D (i eii).



50

(i)
SAM-MUA
(“\w ; 0
MUA tc}qc
—* s
Au g F g swfc. \WLC
A B
\I’, :{ T’ Anti-p17 §=§j S i(;f
- % 2 \":}:a. ;“ﬁ
v 8 o
I s s
Au NH,; Au
B ¢
Plataforma de captura-MUA ﬁ MUA+EDC/NHS
(if)
SAM-PEG
Mix/PEG I III
Au  — Au
(A) (B) Sap £oc
O‘NI)'

o

1

Au HS-PEG-COOH
(D)

Plataforma de captura-PEG °
I HS-PEG-CHa

Figura 4.2 Representac@o esguemética da formacdo da plataforma de captura MUA (i) e PEG (ii). (A)
Superficie de ouro, (B)Mobilizacdo de MUA e PEG na superficie, (C) Ativagcdo da superficie com
EDC/sulfo-NHS, (D)Funcionalizagdo com anti-p17. Figuras elaboradas pelo autor.
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4.4  Construcédo do eletrodo com a superficie de ouro e voltametria ciclica

Duas superficies de ouro foram lavadas exaustivamente com solventes organicos (etanol,
metanol e acool iso-propilico) para remocao de impurezas. No qual, uma superficie de ouro foi
imobilizada com MUA formando a SAM, como descrito anteriormente (segdo 4.3 (i)). As areas
geométricas da superficie ouro (Au), e superficie modificada (Au + SAM) (ambas, eletrodo de
trabalho) foram pré-definidas com a fita adesiva de galvanoplastia, (1KFA25 Kapton tape®),
perfuradas com um alicate furador, e fixadas sobre os eletrodos de trabalho (Au e Au + SAM). Para
o contato elétrico, foi utilizada umalamina de cobre (fio de cobre laminado e polido com lixa 3M
800) fixado com umafitade PTFE (politetrafluoretileno) conforme mostraaFigura4.3. Umacéula
eletroquimica de compartimento Gnico com volume de 5 mL foi utilizada para as medidas,
juntamente com um sistema de trés eletrodos: Au (Ageom = 0,56 cm?), Au + SAM (Ageo=0,53 cm?),
Ag|AgCI|KCl(sa) efio de platina, como el etrodo de trabalho (Au, Au + SAM), referénciae auxiliar,
respectivamente. Para os estudos de voltametria ciclica, foram utilizados um interval o de potencial
de-0,45a+0,45V em solucdo tampéo fosfato salino (PBS) 0,1 M pH 7,0 napresencado par redox
[Fe(CN)e]3+ 1,2 mmol.L, com velocidade de varredurade 100 mV s*

a. Fio de cobre

Figura 4.3 Construcéo de um eletrodo a partir da superficie de ouro, com &rea delimitada para calcular o
grau de recobrimento da superficie. Foto adquirida pelo autor.
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45 Preparacdo das sondas SERS

As sondas SERS foram produzidas seguindo o procedimento descrito por Shaw e Brolo
[134]. A Figura4.4 representa o processo de formagdo. Nanoparticulas de ouro (AuNPs), etapa (i),
foram ancoradas com o corante NBA (1 pM), etapa (ii) e posteriormente adicionado HCOO-PEG-
SH, etapa (iii).

Em 1 mL da solucdo de AuNPs, foram adicionados 600 pL da solugdo de NBA,
cuidadosamente gota-a-gota com agitacdo constante. A suspensdo permaneceu por 15 minutos sob
agitacdo constante. Entdo, foram adicionados 600 pL da solugdo de HCOO-PEG-SH,

permanecendo durante 20 minutos sob agitaco.

O excesso do reagente foi removido por centrifugacdo, etapa (iv) (13000 rpm por 7 min.)
resultando em particulas modificadas, que foram re-suspensas em 1 mL agua ultrapura (esse
processo foi realizado 4 vezes).

O processo de ativacéo dos grupos funcionais COOH que ocorreu pela adicdo da solugéo
de EDC (40 pL de 20 mg/mL) seguindo pela adicdo da solugéo sulfo-NHS (40 pL de 55 mg/mL),

etapa (v). A misturafoi agitada constantemente durante 30 minutos.

O anticorpo anti-p17 foi funcionalizado na superficie das nanoparticulas com a adicéo de
100 pL de anti-pl7 (100 pg/mL) em solugdo tampédo PBS pH 7,4 para o frasco de reacdo, etapa
(vi).
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Figura 4.4 Representacdo esquematica para a formagdo da sonda SERS. Figura elaborada pelo autor.

4.6 Protocolo de formacéo do Imunoensaio Sanduiche

A Figura 4.5 mostra o esquema do ensaio experimental com os diferentes controles. Neste
esquema é proposto um ensaio sanduiche usando a plataforma de captura e a sonda SERS ambas
foram funcionalizadas com o anti-p17, formando um sanduiche com o peptideo p17-1 sequéncia
LSGGELDRWEKIRLPGG. Neste caso, 200 pL do peptideo (0.1 uM) em solucdo tampéo fosfato
PBS foram pipetados diretamente na plataforma de captura. Na Figura 4.5B mostra o primeiro
controle negativo, 200 pL do peptideo (0,1 uM) em solucdo tampdo (PBS) foram pipetados
diretamente na plataforma de captura, mas com a auséncia do anti-pl7. A Figura4.5C mostraum
outro controle negativo, de maneirasimilar o procedimento descrito em 4.5A etapa(ii), porém com
aausénciado anti-pl7 nasonda SERS. Finalmente, a Figura4.5D representa um controle negativo,
neste caso foram adicionados na plataforma de captura e na sonda SERS o anti-p17, mas 200 pL
da proteina BSA (0,1 uM) em solugdo tamp&o PBS ao invés do peptideo pl7-1, formando o
sanduiche com a proteina BSA. Em todas as plataformas de captura da Figura 4.5 etapas (ii), as
amostras foram incubadas por 2 horas em temperatura ambiente. Apds o procedimento de
incubacdo, as amostras foram lavadas (&gua ultrapura) vérias vezes. Em todos os experimentos
Figura 4.5 etapas (iii), foram adicionados 200 pL da sonda SERS e o tempo de incubagéo foi de 3
horas. Todas as amostras foram lavadas vérias vezes com é&gua ultrapura e secas com nitrogénio
antes dos experimentos SERS.
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Importante observar que foram representados na Figura 4.5 somente o procedimento para a
formacdo do ensai 0 sanduiche com a plataforma de captura-MUA, mas foram realizados o mesmo

procedimento para 0 ensaio sanduiche-PEG.
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Figura 4.5. Representacdo esquematica de preparacéo do ensaio imunolégico, ensaio sanduiche. (A).
Ensaio sanduiche completo, experimental (B) plataforma de captura MUA sem o anti-pl7, controle (i)
(C) SERSprobessem o anti-pl7, controle(ii) e, (D) Ensaio sanduiche utilizando o analito (BSA), controle
(iii). Todas as etapas (A, B, C e D) no processo (i), descrevem a plataforma de captura MUA. As setas
indicam as diferencas entre os controles. Figuras elaboradas pel o autor.

4.7 Medidas SERS

Os espectros SERS foram obtidos usando um microRaman Renishaw In Via microscope.
Um laser de Hélio-Nebnio (632.3 nm) foi usado para excitagdo das amostras. A resolugéo espacia
do mapeamento SERS foi de 1 um x 1 um, com um tempo de exposicéo de 10 segundos. As
medidas foram realizadas utilizando o modo Streamline PlusRaman imaging (Renishaw Inc.,
Hoffman Estates, IL), isso reduz o sinal ruido e os mapeamentos sdo realizados mais rapidamente
A érea obtida foi de ~100 um x 100 pm, resultando em aproximadamente 13000 espectros para
cada ensai 0 sanduiche. As medidas SERS, correspondem a banda de maior de intensidade do NBA
em 595 cmt. Considerando a absorcdo do NBA hé contribuicéo, de ambos, Raman ressonante e
SERS. Essas situagdes de duplo aumento da intensidade séo descritas na literatura como SERS
ressonante ou SER(R)S [150].

Um tratamento comum de erros em histogramas onde 0 nimero de contagens em cadabin é
assumido levando em conta adistribuicso de Poisson, no qual, correspondem 349xaV/N onde, o é

0 desvio padréo e N € a populacdo, ou sgja, 0 nimero de eventos [151].

Ostestes de hipotese tém como base de rejei ¢do ou ndo da hipdtese baseados no p-valor. Para

estes experimentos, os valores obtidos para p-valor tém como resultado zero para os controles e
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para 0 experimental, pois os experimentos sdo grandes suficientes e tendem a se gustar
estati sticamente a uma Gausiana. Um teste estatistico chamado de teste Cohen’s d foi realizado, de
modo que este teste ndo é baseado no p-valor, para comparar 0s resultados obtidos [152-153].

Todos os resultados foram tratados pelo software Matlab.

4.8 Medidasde PM-IRRAS (do inglés Polarization modulation infrared reflection absorption
spectroscopy)

As medidas de PM-IRRAS foram redlizadas usando um Equinox 55 (Bruker) equipado por
um modulador fotoel astico (PEM-90 with 11/2S50 ZnSe 50 kHz optical head, HINDS Instruments
Inc.) e um detector MCT IR, resfriado por N2 liquido (Kolmar Technologies). Uma configuragéo

de reflexé@o externa foi usada. A soma e a diferenca dos interferogramas foram processadas pela
transformada de Fourier para produzir arefletividade diferencial A?R = (Rp — Rs)/(Rp + Rs) que

€ 0 sind PM-IRRAS. O tempo de aquisicdo foi de 20 minutos para a espectro de diferenca
(diferenca entre o feixe p-polarizado e s-polarizada) e 5 minutos para a soma espectro (soma dos
feixes p e s-polarizados). A resolucdo foi de 2 cm™. Os espectros finais foram obtidos pela divisdo

da diferenca e soma dos espectros.
4.9 Microscopia de forga atbmica (AFM)

As medidas de AFM scans foram obtidas em microscopio Agilent 5500 SPM AC mode I11.
O instrumento foi equipado com uma ponta de silicio revestida com aluminio com frequéncia de
ressonancia 204-297 Khz e constante de Forca 10-130 N.m* Os scans obtidos da andlise foram o

modo de ndo contato. As imagens foram analisadas pelo software Gwyddion.
4.10 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Um microscopio Hitachi S-4800 foi usado para adquirir imagens com alta magnificacdo da
superficie das amostras. Todas as imagens foram obtidas com voltagem de aceleracdo de 1 KV e
magnificacdo de 50000x. Foram obtidas quinze imagens para cada ensaio em diferentes regides.
Eventuais diferencas das areas obtidas foram registradas nas andlises. Portanto, uma média foi

realizada em todas as imagens obtidas.
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5 Resaultados e Discussao

5.1 Caracterizacédo da plataforma SAM-MUA

O protocolo mais comum paraaformacédo do SAM éimersdo do substrato limpo em solucéo
etandlica de tidis (1-10 mM) por aproximadamente 18-24 horas. Este procedimento foi utilizado,
pois proporciona uma estrutura bem ordenada da SAM [154]. A Figura 5.1 mostra uma
representacdo esquematica para a formacéo da SAM-MUA Neste trabalho de doutorado, foram
usados substratos de vidro recobertos com ouro (100 nm) por eletrodeposi ¢céo, etapa (i), que foram
l[impos exaustivamente com solvente organico (metanol, etanol e iso-propanol) para remocgéo de
impurezas e posteriormente os substratos foram secos com nitrogénio ultrapuro. Os substratos
foram imersos em uma solucéo etandlicade MUA (10 mM) por 24 horas, etapa (ii). Monocamadas
auto-montadas sdo formadas espontaneamente pela adsor¢do de um organotiol com afinidade
especifica do seu grupo calda com o substrato. A Figura 5.1, etapa (iii) mostra um esquema dos
constituintes formados pela SAM (calda, espacador e cabeca). Uma densa camada de organotiol
pode ser obtido rapidamente a partir de uma solucéo milimolar, mas o processo de organizag&o
reguer tempo paraordenar as moléculas e minimizar os defeitos da SAM. Existem inimerosfatores
gue podem afetar a estrutura da SAM tais como, temperatura, concentracdo do organotiol, tempo
de imersdo e estrutura da cadeia do organotiol (tamanho do espagador). [154-155]
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Figura 5.1 Representacéo esquemética paraaformagdo da SAM com MUA. (i) substrato de vidro recoberto
com ouro (100 nm), (ii) Mobilizagdo com solucdo de MUA, (iii) Representacdo de uma SAM. Figura

adaptada [137,156]

Um estudo de voltametria ciclica foi realizado para se obter informagdo sobre o grau de

recobrimento da superficie. Foram realizados voltamogramas ciclicos da superficie de ouro e,
posteriormente recoberto com a solugdo de MUA (SAM). Os voltamogramas (Figura 5.2) foram
obtidos em solucdo tampéo fosfato salino (PBS) pH 6,5 contendo 1,2 mmol.L! de solucdo

[Fe(CN)e]¥* 2100 mV.s™.
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Figura 5.2 V oltamogramas ciclicos obtidos do substrato de ouro (-) e do substrato de ouro modificado com
MUA formando a SAM (-) em uma solucéo 1,2 mM de [Fe(CN)6]3/4- em tampéo fosfato 0,1M pH 6,5 at
100 mV.s-1

Observa-se pela Figura 5.2 o voltamograma ciclico quando o substrato de ouro modificado
com MUA, onde ocorreu uma passivacao da superficie eletrédica, assim ndo foi possivel observar
uma defini¢do dos picos anddicos e catodicos. 1sso ocorreu devido ao alto grau de recobrimento da
superficie que dificulta a transferéncia de el étrons [ 157].

Mendes [157] mostrou em seu trabalho de doutoramento eletrodos de ouro modificados
com diferentes organotiois (Cisteamina, Cisteina, MPA (&cido mercaptopropionico), MBA (&cido
mercaptobenzdico), ALP (&cido lip6ico) e MUA), afim de obter informacdes em relagdo ao grau
de recobrimento da superficie modificada, bem como as irregularidades superficiais. A autora
mostrou por voltametria ciclica as diferentes modificagdes e calculou o grau de recobrimento das
mesmas, ndo sendo possivel obter o grau de recobrimento com MUA devido a auséncia dos picos

anddicos e catodicos. Isto sugere que modificagdes com MUA com um tempo e concentragcdo
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adequados, promovem alto grau de recobrimento dificultando o processo de transferéncia de
carges.

A técnica de microscopiade forcaatdmica (AFM) proporcionaimagens diretas daestrutura
incluindo defeitos do filme (substrato) ou do crescimento do filme [158]. As Figuras 5.3 (a) e (b)
mostram as topografias da superficie do substrato de ouro e do substrato de ouro modificado com
MUA (SAM). Foram observadas as rugosidades média 2,81 + 0,16 nm e 13,28 + 1,90 nm para a
superficie recoberta com ouro e a monocamada com organotiol (MUA), respectivamente. O
resultado mostrou 0 aumento do crescimento da monocamada quando imobilizadas com o
organotiol. Na Figura 5.3(c) observa-se a linha de perfil da topografia correspondente as éreas
topogréficas das Figuras 5.3(a) e (b). Este resultado esta de acordo com os experimentos de
voltametria ciclica que mostra um crescimento da superficie quando modificada com a
monocamada.
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Figura 5.3 Imagens topogréaficade AFM para o substrato de ouro e substrato de ouro modificado com MUA
(a) e (b), respectivamente. (c) Perfil da rugosidade obtida em ((a) e (b)), onde observou-se a rugosidade
média ((-) 2,81 + 0.16) e (-)13,28 + 1.90) nm, respectivamente.

A técnicade PM-IRRAS foi usada para monitorar amobilizacdo da superficie, assim como
aorganizacao da adsor¢do. Foram monitoradas as superficies de ouro, SAM e as funcionalizagbes

com (SAM-MUA, plataforma de captura-MUA e funcionalizada com o peptideo p17-1, descritas
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na secdo experimental). A Figura 5.4 (A) apresenta o PEM (modulador fotoel éstico) com centro
em 3000 cmr! enquanto a Figura 4 (B) mostra o PEM com centro em 1700 cmr®. Observa-se na
Figura4(A) duas bandas bem caracteristicas que aparecem naregido U(C-H) em 2849 cm e 2918
cm?® que correspondem a0 estiramento assimétrico e simétrico da cadeia CH> e CHs,

respectivamente [159]. A Tabela 5.1 mostra as frequéncias atribuidas para Figura 5.4 (B)
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Figura 5.4 PM-IRRAS. (A) Modul ador fotoel astico (PEM) em 3000 cm-1(B) PEM em 1700 cm™,
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Tabela 5-1. Modo de atribuicéo da superficie de ouro modificada com MUA (SAM) e plataforma
de captura e plataforma funcionalizada o peptideo.

MUA Freqg. (cm™) Atribuicéo
1429 Deformacéo (COH)
1543 Deformagéo (CHy)
1647 Estiramento (C=0)
Anti-p17 e p17 Freg. (cm™?)
1400-1700 Estiramento de amidal e Amidall [158]

5.2 Caracterizacdo das Nanoparticulas de ouro

As nanoparticulas de ouro (AuNPs) foram sintetizadas pelo méodo de Turkevich [149]. A
reacdo do cloreto aurico com citrato de sodio, produziu suspensdes de nanoparticul as de ouro com
uma coloracdo vermelha, Figura 4.1 (secdo experimental). A coloragdo obtida foi associada a
frequéncia de oscilagéo dos el étrons em resposta ao campo el etromagnético aternante da radiacéo
incidente [161-163]. Os ions citrato participam do processo de reducdo do ouro e também g udam
apromover aestabilizagdo das nanoparticulasformadas [164]. Observa-se naFigura5.5, o espectro

de absor¢do com méximo em aproximadamente 520 nm.

10

Absorbancia (a.u)

400 500 600 700 800

Comprimento de onda (nm)

Figura 5.5. Espectro de absor¢do da suspensdo agquosa de AUNPs
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O micrdscopio de transmissdo de ataresolucdo (HR-TEM) foi utilizado para determinar o
tamanho da AuNPs. As Figuras 5.6(a) e (b) exibem as micrografias das AuNPs e sua distribuicao.

A médiadadistribuicdo do tamanho foi de aproximadamente 16 nm.

Contagem (u.a)

20 25 35 40
Diametro (nm)

Figura 5.6. (a) Imagem de HR-TEM das AuNPs; (b) Distribuicdo do tamanho das AUNPs com diémetro
médio de 16 nm.
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5.3 Caracteristicas do Azul do Nilo A (NBA)
A Figura 5.7 exibe o espectro de absorgéo caracteristico do Azul do Nilo A com maximo de
absorcdo proximo em 600 nm.

O comprimento de onda utilizado do laser foi de 632,3 nm permitindo portanto a obtencéo

de espectros envolvendo o efeito Raman ressonante, conforme descrito em topicos anteriores.
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Figura 5.7 Espectro de absor¢do da solucéo aquosa do NBA.

54 Mapeamento SERS

A homogeneidade da superficie foi monitorada pel o mapeamento SERS. A Figura 5.8 exibe
um esquema da area mapeada, onde foram obtidos espectros SERS a0 passo de 1 pm x 1 um,
cobrindo uma &rea de aproximadamente 100 x 100 um?.
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Figura5.8 Representaco esqueméti ca da drea mapeada. Trajetdria percorrida pelo estagio do espectrémetro
MicroRaman Renishaw In Via nos mapeamentos obtidos. Foram obtidos espectros SERS ao passo de 1 um
X 1 um, cobrindo uma érea de aproximadamente 100 x 100 um2. Obtendo aproximadamente treze mil
espectros. A Figuratambém mostra o espectro SERS caracteristico do NBA. Figura el aborada pelo autor.

A funcionalizag&o das sondas SERS propicia que as moléculas de analito (peptideo p17-1)
sgjam distribuidas uniformemente sobre a area de substrato (plataforma de captura). A parte
formada pela sonda SERS funcionalizada sobre um analito (peptideo) e imobilizada sobre uma
plataforma de captura é descrita como ensaio sanduiche. Uma érea relativamente grande (100 x
100 um?) foi redizada para 0 mapeamento Raman, pois fornece uma maior confiabilidade
estatistica e reprodutibilidade na intensidade do sina SERS, respondendo por flutuacdes de
intensidade spot-to-spot ocorrendo tanto em superficies com grande distribuicdo de particulas ou
com baixa abundancia de particulas (controles) [164]

Y ang e colaboradores [164] relataram uma abordagem baseada em SERS para deteccéo
gualitativa de biomoléculas. Um substrato SERS contendo nanopillars de silicio decorados com
ouro foram funcionalizados com aptémeros para deteccéo sensivel e especifica de moléculas avo.
Os autores descreveram a vasopressina (TVP) modificada com TAMRA (5

carboxitetrametilrodaming). Essas moléculas quando modificadas puderam ser identificadas no
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regime picomolar (1 pM a 1 nM) especificamente quando capturadas por aptameros sobre o
substrato de SERS nanoestruturado.

A Figura5.9(a) mostrao mapeamento SERS correspondente a plataformade captura—MUA
funcionalizado com o peptideo p17-1, e ancorado com a sonda SERS (ensai o sanduiche compl eto,
experimental). A presenca daregido azul claro observadana Figura5.9(a) corresponde a superficie
adsorvida com o peptideo pl7-1 ancorado com sondas SERS resultando em uma especifica
deteccéo do ensaio. Também observou-se pela Figura 5.9(b), uma alta intensidade SERS, no qual
corresponde ao espectro caracteristico do NBA que significa uma maior interacdo da sonda SERS

com a plataforma de ensaio.

Por outro lado, a superficie com regi&o em azul escuro significa auséncia de sinal, Figuras
5.10, 11 e 12 (controles). No caso dos controles apresentarem uma regido em azul claro,
correspondem a uma ligagdo ndo especifica. A ligagdo ndo especifica leva a resultados falso-
positivos e proporciona resultados incorretos em ensaios bioldgicos. Em virtude disso, ndo gera
uma resposta precisa sobre a superficie de referéncia que esté ligada ao nosso sistema de andise
[162]. Neste trabaho, foi observada a interacdo da sonda SERS na superficie e apresentou o sinal
caracteristico do NBA, porém em menor intensidade quando comparado com o ensaio sanduiche
completo. No entanto, a Figura 5.10 (controle (i)) observou-se umaintensidade maior em relacéo
aos outros controles (Figuras 5.11 e 5.12) isso ocorreu devido a maior interagdo do grupo COOH
(MUA) com o peptideo (grupo NH>), resultando assim a um sinal SERS elevado, embora com

menor intensidade quando comparado com o ensaio sanduiche compl eto.

Lee e colaboradores [165] desenvolveram um marcador de cancer altamente reprodutivel
usando mapeamento SERS. Os autores desenvolveram moléculas sonda Raman ancoradas com
nanoesferas, que foram funcionalizadas com anticorpos e, imobilizadas em um antigeno especifico.
Foram mapeadas trés &reas cada uma contendo 12 x 9 pixels, e utilizado uma ampla faixa de
concentragdo (0-10% g/ mL) do antigeno. O ensaio SERS exibiu boa correlagdo entre a
concentragdo e aintensidade e o limite de deteccéo foi determinado 0.1 pg/mL. Esse resultado foi

superior em 3 ordens de magnitude quando comparado com o método ELISA convencional.
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Figura 5.9. (a)Mapeamento SERS do teste sanduiche completo. Cada regido em azul claro corresponde o
maximo de intensidade SERS. (b) Espectro SERS caracteristico do NBA correspondente a &rea mapeada
com maxima intensidade do sinal em 595 cm-1 Observou-se uma ata intensidade exibida também pela
grande quantidade de regido em azul claro (mapeamento SERS).
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Figura 5.10 (i) Mapeamento SERS do controle, a area que representa a regido em azul escuro apresenta
auséncia de sinal. Regides em azul claro correspondem a uma ligagdo ndo especifica. (ii)Representacdo
esguemética do control e mostrando a auséncia de um anticorpo na plataformade ensaio. (iii)Espectro SERS
caracteristico do NBA correspondente a area mapeada com maxima intensidade do sinal em 595 cm-1. O
espectro exibe uma menor intensidade SERS mostrada também pela quantidade menor de regido em azul
claro (mapeamento). Observou-se também uma menor intensidade SERS quando comparado com o
experimental.
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Figura 5.11 (i) Mapeamento SERS do controle, a &rea em azul escuro representa auséncia de sina e a
presencaderegifes em azul claro, corresponde aumaligacdo nao especifica. (ii)Representacdo esquematica
do controle mostrando a auséncia de um anticorpo na sonda SERS (iii)Espectro SERS caracteristico do
NBA correspondente a area mapeada com maxima intensidade do sinal em 595 cm-1. O espectro SERS
exibiu uma menor intensidade, também mostrado pela maior area azul escuro no mapeamento.
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Figura 5.12 (i) Mapeamento SERS do controle, a &rea em azul escuro representa auséncia de sina e a
presencade regifes em azul claro, corresponde aumaligacao ndo especifica. (ii)Representagcdo esquemética
do controle mostrando a presenca de um diferente analito (Albumina de soro bovino, BSA), (iii)Espectro
SERS caracteristico do NBA correspondente a area mapeada com maximaintensidade do sinal em 595 cm-
1. O espectro SERS mostrou a um pegqueno aumento de i ntensidade que compreende aregido em azul claro.



73

Para confirmac&o destes resultados foram obtidas imagens de microscopia eetrénica de
varredura (MEV). As imagens nos permitem a visualizacdo da distribuicdo de nanoparticulas
(sonda SERS) na &rea mapeada (=100 x 100 pum?). As Figuras 5.13 (experimental) e 5.14
(controles) apresentam estes resultados. Uma média e desvio padréo das AuNPs foram realizadas
a partir destas imagens (quinze imagens MEV), a Figura 5.15 mostra cada ensaio, 0 que

corresponde o nlimero de nanoparticul as de ouro por area NPS/um-,

Na Figura 5.15 observou-se uma grande quantidade de nanoparticulas (sonda SERS)
adsorvidas quando andisado 0 ensaio sanduiche completo-experimental comparado com 0s
controles. 1sso ocorreu devido a aproximacdo das AuNPs formando aglomerados. Quando as
nanoparticulas de ouro séo separadas por poucos nandémetros (hot-spot) ha um acoplamento entre

as exitacOes e etronicas e as nanoparticul as produzem sinais com maiores intensidades [ 166].

Shaw e Brolo [134] investigaram vérias superficies biotinilados que tinham sido expostas
a nanoparticulas com PEG (concebidos para 0 mapeamento SERS de amostras bioldgicas)
funcionalizados com estreptavidina (definido como sonda SERS). As superficies foram mapeadas
com um microscopio eletrénico de varredura e com um microscopio Raman. Distribuigdes
estatisticas dos clusters com sondas SERS e intensidades SERS mapeados nas superficies foram
entéo apresentados. Verificou-se que houve uma relagdo polinomial entre intensidade SERS e

tamanho do cluster.
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Figura 5.13 Imagem MEV correspondente ao ensaio sanduiche completo, experimental. Os pontos claros
significam a presenca de AuNPs (sonda SERS) nesta superficie. Observou-se uma grande quantidade de

nanoparticul as adsorvidas nesta superficie e separadas por poucos nanémetros (hot-spot), o que pressupde-
se que hduma altaintensidade SERS quando o laser incidente interage com essas nanoparticul as.
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Figura5.14 Imagens MEV das NPs adsorvidas nos controles (a), (b) e (c), correspondentes aos controles
(i), (i) e (iii), respectivamente. Observou-se, uma diminuicdo das nanoparticulas adsorvidas que
conseguentemente provoca uma diminui¢édo do sinal SERS.
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Figura5.15. NUmero de nanoparticul as adsorvidas por unidade de area das quinze imagens obtidas do MEV
(médiae desvio padréo) para cada ensaio.
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55 Tratamento estatistico

A sensiblidade do teste estatistico depende do tamanho da amostra. Para amostras grandes
mais precisos os padrdes populacionais, ou sga, os valores tendem a gjustar a uma distribuicéo
estatistica normal quando realizados estudos com amostras grandes, aém disso, apresentam alta

sensiblidade. Por outro lado, em amostras pequenas gera uma incerteza consideravel [167].

Para confirmag&o e entendimento da distribui¢cdo da area mapeada foram determinados em
histogramas, a intensidade do sina SERS. A Figura 5.16 (a) mostra o histograma da distribuicéo
estatistica da intensidade SERS (~13000 espectros obtidos em um experimento). O histograma da
Figura 5.16 (a) reflete em um log normal da distribuicdo distorcida para maiores valores de
intensidade a um nlmero rel ativamente pequeno de eventos (cada evento corresponde a1 um? da
regido dasonda SERS pelo laser). Este resultado € consistente devido as regides que correspondem

apresenca de hot-spot resultando assim em um forte aumento daintensidade SERS.

Por outro lado, nos histogramas dos controles, Figuras5.17 €5.18(a) ocorre eventos positivos
(caracteristico do sinal da sonda SERS). Porém, estas distribuic¢fes de intensidade séo menores
guando comparadas com a Figura 5.16(a). Isto esta correlacionado a um nimero menor da sonda
SERS adsorvida.

Além dadistribuicdo estatistica daintensidade, foram realizados testes em relagdo amédiae
0 desvio padréo [153] do experimental em relacdo aos controles (Figuras5.18 e 19 (b)). Este teste
mostra 0 quanto os controles estdo contribuindo para o experimental. Normal mente, chamado de
teste de Cohen’s d dado pelaequacdo 5.1;

d= exp /% Control

S:) (5.1)
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X

Onde, exp e X control S80 expressados a média do experimenta e o do controle,

respectivamente. E. SD € 0 desvio padrdo do experimental e do controle, representado pela

equacdo 5.2;

SD* _ S:)exp t S:)Control
2 (5.2)

O teste de Cohen’s d foi classificado como pequeno (d < 0,2), médio (0,2 >d <0,5) e
grande deslocamento (d > 0.5) [153]. Estas designacdes de pequena, média e grande ndo levam em
conta outras varidveis, mas fornecem uma estimativa das populagdes. Entre dois grupos significa

adimensdo do efeito.

Neste trabalho de doutorado foram cal culados os valores de Cohen’s d a partir damédia e
do desvio padréo do experimental paracadaum dos controles (como se prevé a partir da definicéo).
Osinsetsdas Figuras 5.16, 5.17 e 5.18(b) mostram os valores obtidos. Foi observado a partir deste
teste, que houve pouca influéncia dos controles em relacdo ao experimental. Isto decorreu devido
a presenca de poucas nanoparticulas da sonda SERS adsorvidas, contribuindo para o baixo sina
SERS dos controles, como foi observado anteriormente nos mapeamentos SERS e pelas
microscopias MEV. Observa-se ainda, um menor vaor de Cohen’sd do controle (i) comparado
com os demais controles. 1sso ocorreu devido a presenca do grupo NH2 do peptideo pl7-1
interagindo prontamente com os grupos carboxilicosdo MUA (SAM). Porém, esteteste de Cohen’s
d possui valor de deslocamento grande o que indica poucainfluéncia do controle.
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Figura5.16 () Distribuicdo da méximaintensidade SERS para ensaio sanduiche, experimental. (b) Inset da
distribuicdo da méaxima intensidade entre o experimental e o controle (i). O valor de Cohen’s d mostra o

deslocamente entre eles. O tamanho do Bin corresponde &3,49 o x3/N.
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Figura 5.17 (a) Distribuicdo da méxima intensidade SERS para o controle (ii) (b) Inset da distribuicdo da
maximaintensi dade entre o0 experimental e o controle (ii) O valor de Cohen’s d mostra o deslocamente entre

eles. O tamanho do Bin corresponde a3,49 o x3/N.
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Figura 5.18 (a) Distribuicdo da méaxima intensidade SERS para o controle (iii) (b) Inset da distribuicéo da
maxima intensidade entre o experimental e o controle (iii.) O valor de Cohen”d mostra o deslocamente entre

eles. O tamanho do Bin corresponde a3,49 o x/N.

Através dos resultados obtidos dos mapeamentos SERS e MEV, podemos notar uma maior
guantidade de nanoparticulas na superficie provenientes das sondas SERS resultando assim um
sina mais intenso para o ensaio sanduiche experimental quando comparado com os controles.
Observou -se também esse comportamento pelo log normal da distribuicéo para maiores valores
de intensidade para 0 ensaio experimental. A partir do valor do teste Cohen’s d foram observados
grandes deslocamentos do experimental em relacdo aos controles mostrando assim pouca

influéncia dos mesmos.

5.6 Plataforma de ensaio usando PEG.

Como ja mencionado, uma ligagdo ndo especifica prejudica os resultados obtidos
proporcionando resultados falso-positivos e incorretos em ensaios biol6gicos. Com o intuito de
reducdo da ligacdo ndo especifica, as plataformas de ensaio foram obtidas utilizando PEG

(descritos anteriormente na segdo experimental 4.3(ii)).
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No capitulo 3, foi descrito que o PEG impede a adsor¢do de proteinas na superficie, pois
pelo efeito de repulsio estérica o polimero impede a proteina de atingir a superficie do substrato

para adsorver [168].

A repulsdo estérica foi proposta primeiramente por De Gennes [169] usando célculos
teoricos, e mais tarde melhorada por Szleifer [170]. Ambos os autores atribuiram que a repulséo

estérica é associada a compressdo da cadeia quando a proteina se aproxima da superficie.

O efeito de repulsdo estérica evita a adsor¢éo de proteina sobre as cadeias de PEG ligadas
auma superficie e, esta relacionada com a energia livre positiva associado a compressao, ou sgja,

arestricéo daliberdade conformacional

Jeon e colaboradores [171] consideram o equilibrio entre a repulsdo estérica, atragdo de
Van der Waals e interacdo hidrofobica entre a proteina em solucéo e a superficie de PEG. Eles
descobriram que a forca resultante determina que a adsorcéo de superficie do PEG apresentado €
dependente da espessura das camadas imobilizadas. Devido a solvatagdo e a entropia
conformacional dacadeiado PEG, elas entram em contato com a proteina atingindo ainterface por

difusdo e compressao da superficie imobilizada com o PEG.

Neste trabalho, foram imobilizados na superficie de ouro uma mistura de PEG (SH-PEG-
COOH/SH-PEG-CH3s) por duas horas, como mostrado na segdo 4.3(ii). Nesta plataforma de
captura—PEG né&o foram realizadas medidas de caracterizacéo da superficie do SAM-PEG (AFM e

voltametria).

Conforme mencionado na secdo 5.3, foram mapeadas regides semelhantes aos
experimentos anteriores (ensaio sanduiche MUA). A Figura 5.8 mostra uma representacéo
esquematica da area mapeada, para a qual foram os espectros SERS ao passo de 1um x 1um,

cobrindo uma &rea de aproximadamente 100 x 100 pum? obtendo ~13000 espectros.

A reducdo de ligacdo ndo especifica € uma condicdo desgjada para aplicagdes em
biossensores, embora sgja inevitavel ndo haver qualquer tipo de sinal interferindo nas analises, no
gual se busca uma maxima de reducdo quando comparando resultados do experimental em relacéo

aos controles.
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Munoz e colaboradores [172] descreveram um chip biossensor usando poli (etileno glicol)
(PEG) como uma alternativa aos chips biossensores a base de dextrano. Para o estudo de interactes
foram realizados em proteina-heparina. Os autores observaram que quando as superficies eram

imobilizadas com PEG apresentavam uma reducéo da ligacéo ndo especifica.

A Figura 5.19 apresenta os espectros da intensdade SERS (~13000) para 0 ensaio
sanduiche experimental-PEG e com sua respectiva imagem de microscopia de varredura. O
espectro mostra o0 comportamento da intensidade SERS com o0 nimero de eventos em relacdo a
banda de intensidade maximo do NBA. Notou -se ainda uma maior intensidade para cada evento o
gue significa que uma grande quantidade de sonda SERS estéo adsorvidas na superficie. 1sso &
comprovado visualizando o mapeamento MEV que mostra a quantidade de nanoparticulas que
estdo distribuidas nesta &ea. As imagens para cada ensaio correspondem ao numero de
nanoparticulas de ouro por &ea NP/A pm. Notou-se também pelos controles (Figura 5.20) o
comportamento da intensidade SERS com o nimero de eventos, e se observa que os controles
tiveram praticamente a mesma intensidade (400 Contagens/10s), no entanto, para uma reducéo da
ligac8o ndo especifica os valores da maxima intensidade deveriam estar abaixo de 100

Contagens/10s, se comparado com a méxima intensidade obtida no ensaio sanduiche-MUA.
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asuperficie do gréfico b.



Controle (i)

85

Au
50
E sw0
i !
| - -
5 e
3 b
]
5 100 550
|5ms z % e 00
g, 10000 s =
"%q,ak%mn : ~ o W0 Sl (cl‘l‘"\
fuq) pamer©
(b)
Controle (ill)
¥ 500
§
§ 300
3 200
3
2 100
Bl




86

Figura 5.20 (d) Esquema representativo do sanduiche da plataforma de captura usando PEG para os
controles. As setas indicativas mostram as diferencas entre cada ensaio. (b) Espectro da intensidade SERS
pelo o niimero de eventos rel ativo abanda com méaximo intensidade do NBA em 595 cm™. (ii) Cadaimagem
MEV corresponde ao espectro de intensidade SERS ao lado.

As Figuras 5.21 (@) e (b) mostram a média e desvio padréo das imagens (quinze imagens
MEV para cada ensaio) para ambos os ensaios sanduiche (PEG e MUA), respectivamente. Na
Figura 5.21 (&) observa-se que ha uma quantidade semelhante de nanoparticulas por érea quando
comparado com a Figura 5.21 (b), nos controles. No entanto, verifica-se uma maior intensidade
SERS nos controles para 0 sanduiche-PEG. Observando novamente as imagens MEV sanduiche-
PEG verifica-se que apesar de haver uma quantidade baixa de nanoparticulas por unidade de érea,
as nanoparticulas estdo mais proximas entre si, em aguns casos formando-se aglomerados de

nanoparticulas.

Estes resultados sugerem que ndo houve uma formacdo eficiente da SAM com PEG
(preparados com tempo de incubacdo de duas horas). Para formagéo da SAM, um pardmetro de
extrema importancia que deve ser levado em conta, € o tempo de incubacdo e a concentragéo.
Estudos indicam que a formagdo da monocamada inicia € muito rapida, com uma monocamada
gue pode ser alcancada dentro de segundos a minutos. Porém, essa monocamada inicialmente
formada n&o estd bem ordenada e deve conter defeitos. Ao longo do tempo, as camadas tornam-se
mais ordenadas. O tempo de automontagem relatados variam por toda a literatura, mas

normalmente sdo 2 horas a2 dias[172-175].

Li e colaboradores [175] fizeram um estudo do tempo de organizacdo do decanotiol paraa
formacéo da SAM em substrato de ouro. As SAMs foram preparadas por imersao do substrato de
ouro em uma solugdo etandlica contendo 1 UM de decanotiol em diferentes tempos de imersdo. Os
autores acompanharam o processo e estrutura de formacdo da SAM por STM (termo em inglés
scanning tunneling microscope). Com 30 segundos de imersdo ocorreu uma peguena organi zagao
e as moléculas podem ser observadas randomicamente neste inicial estdgio. Com 5 minutos de
imersdo, as cadeias dquilas sobrepdem-se umas as outras. Em 3 dias de imers&o do substrato de

ouro sobre o decanotiol, os autores observaram uma organizacdo do decanotiol.

Neste trabalho foram depositadas as nanoparticulas de ouro (sonda SERS) sobre a

monocamada (plataforma de capturaPEG) e agregados foram observados. Agregados
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necessariamente contém umajuncao entre nanoparticul as e teoricamente confirma-se alocalizacéo
hot-spot [176]. Acredita-se que ocorreu um processo de agregacdo das nanoparticulas na
plataforma de captura PEG devido a uma estruturacdo ndo bem ordenada da SAM-PEG, assim
comprometendo as etapas posteriores. Um estudo mais detal hado nesta etapa de formacdo da SAM-

PEG é sugerido.
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Figura5.21 (ae b) Média e desvio padréo correspondentes as imagens de MEV (quinze imagens para cada
ensaio). (a) Ensaio sanduiche-PEG. (b)Ensaio sanduiche-MUA.
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5.7 Comparacao entre os ensaios

Similarmente ao experimento realizado com os ensaios sanduiche MUA, a Figura 5.22 (a)
mostra o histograma da distribuicao estatistica obtido para 0 ensaio sanduiche experimental PEG.
Observa-se no histograma um log normal da distribuicdo deslocada para maiores valores de
intensidade SERS. O resultado € a presenca da grande quantidade de nanoparticul as aglomeradas,
produzindo campo plasménicos grandes (hot-spot), como consequéncia o espalhamento SERS

nestas regides deve ser intensificado [176].

O inset da Figura 5.22 (b) mostra a distribuicéo da intensidade SERS para o experimental e
o controle (i). Observa-se no vaor do teste Cohen’s d que hd um grande deslocamento entre os

dois grupos. Estainformac&o resulta que os controles ndo interferem no ensaio PEG experimental.

No entanto, 0 objetivo desta etapa é a reducdo da ligagdo ndo especifica. Assim foram
comparados pelo teste Cohen’s d os controles de ambos ensaios sanduiches (MUA e PEG).
Observa-se, pelas Figuras 5.23 que houve um grande deslocamento entre os controles, no entanto
a curva de méxima distribuicdo para os controlessMUA estdo deslocados para as regioes mais
préximas de zero quando comparadas com as curvas de distribuicdo PEG. Regifes proximas de
zero (controles), significa que as distribuicdes da intensidade SERS estdo mais deslocados para
baixos valores. Assim a curva do log normal da distribuicéo estd deslocada para menores valores
de intensidade SERS. Observa-se uma reducédo de nanoparticulas do ensaio sanduiche controles-
PEG quando comparado com o experimental-PEG. No entanto, quando comparado com 0 ensaio

sanduiche-MUA a curva de distribuicéo estatistica foi deslocado para maiores valores.

Através destas comparagdes dos ensai os sanduiche PEG e MUA, verificou-se que areducéo
da ligacéo ndo especifica ndo foi eficiente. Isto pode ter decorrido da formacéo ndo ordenada da

SAM-PEG, comprometendo as funcionalizagdes posteriores.
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Figura 5.23 Distribuicdo da méaxima intensidade entre os controles do teste sanduiche correspondentes as
plataformas de captura-MUA (-) e plataforma de captura-PEG (-). Os valores de Cohen’d > 0,5 significam
gue houve um grande desl ocamento (a) e (c). Em, (b) observa-se um médio deslocamento, apesar que ambas
as curvas de distribuicéo estao deslocadas para regides proxima de zero.
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6 Conclusao

Neste trabalho foi descrita uma prova de conceito de formagdo de ensaio sanduiche para
diganostico de virus HIV utilizando o peptideo (p17-1) baseado em SERS. O ensaio sanduiche foi
baseado em duas plataformas, com MUA e PEG. A SAM-MUA foi caracterizada por AFM e
voltametriaciclica, observou-se um crescimento do filme quando o substrato de ouro foi modifcado
com MUA dado pelo alto valor da média da rugosidade e auséncia dos picos de anddicos e

catodicos.

No ensaio sanduiche MUA foi verificado apresengadamaior regido azul claro que representou
aforte interacdo do peptideo p17-1 com a sonda SERS observado através do mapeamento. Fato
comprovado pelas imagens MEV que nos mostra a maior quantidade de nanoparticulas por areae

também pela alta intensidade dos espectros SERS quando comparados com os control es.

Além disso no ensaio sanduiche MUA, foram realizados histogramas da di stribui¢cdo estatistica
gue mostrou um log normal da distribuicdo distorcido para maiores valores de intensidade SERS.
Através do teste estatistico Cohen’s d observou-se pouca influéncia dos controles em relacéo ao

experimental.

Para verificacdo da reducdo ndo especifica foi utilizada o teste sanduiche usando PEG. Foi
observado uma alta intensidade do sinal SERS e pelas imagens de MEV observou-se uma grande
guantidade de nanoparticulas adsorvidas por area quando comparado com os controles-PEG.
Porém, quando estes resultados do ensaio sanduiche-PEG foram comparados com o ensaio
sanduiche-MUA, foi observado que ndo houve uma reducdo da ligagdo ndo especifica. Fato
comprovado pelo maior deslocamento da curva de distribuicdo estatistica pararegides proximas de

zero para o ensaio-MUA.

No entanto, apesar de haver ligagdo ndo especifica para o teste sanduiche-MUA pode-se
verificar que o teste experimental ndo é afetado, fato comprovado pelo grande deslocamento valor
do teste de Cohen’s d quando comparado com os controles. Além disso, quando comparado com
0S ensaios-PEG, observou-se a distribuicdo estitistica dos controles deslocada para valores
proximos a zero. Assim, sugere-se que futuramente esta prova de conceito possa ser aplicada em

testes em soros contaminados.



7 Perspectivas
Como perspectiva deste trabalho como ja mencionado, sugere-se;

» Aplicagdo do ensaio sanduciche MUA futuramente em testes em soros contaminado.
» Fazer acomparagéo com o teste ELISA

» Desenvolvimento da SAM-PEG em tempos maiores de incubagdo para haver se afetada
formagéo do sanduiche PEG, para verificacgo dareducdo daligacdo ndo especifica

92
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