
1 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGÁ 

 

 

 

CENTRO DE CIÊNCIAS EXATAS 
 

DEPARTAMENTO DE QUÍMICA 
 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM QUÍMICA 

BIOSSENSORES BASEADOS EM RESSONÂNCIA DE 

PLASMON DE SUPERFÍCIE GERADO EM 

NANOESTRUTURAS, APLICADOS PARA DETECÇÃO 

PRECOCE DE CÂNCER 

 Dissertação apresentada por 
Johny P. Monteiro ao Programa de 
Pós-Graduação em Química do 
Departamento de Química do Centro de 
Ciências Exatas da Universidade 
Estadual de Maringá para a obtenção do 
título de mestre em Química 
 

Orientador: Prof. Dr. Emerson M. Girotto 
 

 

MARINGÁ, Abril 2011 
 

Mestrando: Johny Paulo Monteiro 

Orientador: Prof. Dr. Emerson M. Girotto 

  



2 

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE MARINGÁ 

DEPARTAMENTO DE QUÍMICA  

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM QUÍMICA 

 

 

 

 

 

Dissertação 

BIOSSENSORES BASEADOS EM RESSONÂNCIA DE PLASMON DE SUPERFÍCIE 

GERADO EM NANOESTRUTURAS, APLICADOS PARA DETECÇÃO PRECOCE DE 

CÂNCER 

 

 

 

 

Johny Paulo Monteiro  

Orientador: Emerson Marcelo Girotto 

 

 

 

 

 

 

Maringá, Abril de 2011



3 

JOHNY PAULO MONTEIRO 

 

 

 

 

BIOSSENSORES BASEADOS EM RESSONÂNCIA DE 

PLASMON DE SUPERFÍCIE GERADO EM 

NANOESTRUTURAS, APLICADOS PARA DETECÇÃO 

PRECOCE DE CÂNCER 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abril/2011  

 Dissertação apresentada por Johny P. 

Monteiro ao Programa de Pós-Graduação em 

Química do Departamento de Química do 

Centro de Ciências Exatas da Universidade 

Estadual de Maringá para a obtenção do título 

de mestre em Química 

Orientador: Prof. Dr. Emerson M. Girotto 

 



4 

 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
BIOSSENSORES PLASMÔNICOS  



5 

 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

 
 

Agradeço a Deus, ao meu pai Genésio Gonçalves Monteiro, à minha mãe Dalva 

Maria de Lima Monteiro, meus irmãos Tonny Paulo Monteiro e Eliane Rose Monteiro 

Valentini. Agradeço também a todos meus amigos que fizeram parte dessa história 

  



6 

AGRADECIMENTOS 

 

Ao prof. Dr. Emerson M. Girotto pela orientação. 

A todos os professores do Departamento de Química que contribuíram para minha 

formação. 

A Jacqueline Ferreira e Marcos J. L. Santos por me ajudar com todo o suporte 

teórico e montagem experimental. 

Ao Elton G. Bonafé, Alessandro F. Martins, Gedalias C. Martins e Leandro Carneiro 

pelo companheirismo. 

Aos demais colegas do bloco 18. 

A CNPq, pela bolsa de mestrado. 

A COMCAP pela utilização de equipamentos como MEV e AFM. 

Ao Departamento de Química (DQI) da Universidade Estadual de Maringá que me 

proporcionou a realização do meu projeto de mestrado. 

A todos que de alguma forma contribuíram para a realização desse trabalho. 

  



7 

Índice de Abreviações 

IARC/OMS – (International Agency for Research on Cancer) Agência Internacional 

para Pesquisa em Câncer/Organização Mundial de Saúde 

SPR – (Surface Plasmon Resonance) Ressonância de Plasmon de Superfície 

SRG – (Surface Relief Gratting) Superfície com Grades em Relevo 

SP – (Surface Plasmon) Plasmon de Superfície 

SPP – (Surface Plasmon Polariton) Poláriton de Plasmon de Superfície 

ELISA – (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) Análise de Enzima Imuno 

Adsorvida 

BSA – (Bovine Serum Albumin) Albumina do soro bovino 

MUA – (11-Mercaptoundecanoic Acid) Ácido 11-Mercaptoundecanóico 

NHS – N-hidroxisuccinamina 

PBS – (Phosphate Buffered Saline) Tampão Salino de Fosfato 

PDMS – Polidimetilsiloxano 

DMSO – Dimetilsulfóxido 

EDC – 1-Etil-3-(3-dietilaminopropil) Carbodiimida 

SAM – (Self-Assembled Monolayer) Monocamada Auto-Montada 

Biotina-NHS – Biotina N-hidroxisuccinamida Éster 

FIB – (Focused ion beam) Feixe de Íons Focados 

MEV – Microscópio Eletrônico de Varredura 

PET – Politereftalato de Etileno 

FWHM – (full width at half maximum) Largura Total na Metade do Máximo 

HER-2 – (Human Epidermal Growth Factor-Receptor 2) Receptor 2 do Fator de 

Crescimento Epidermal Humano 

  



8 

Índice de Figuras 

Figura 1. Configuração de Kretchmann para SPR. Ressonância de Plasmon de 

Superfície é excitada na interface metal/ar quando o ângulo de incidência da luz é 

tal que a componente evanescente do próprio vetor onda (Kev) é igual ao vetor onda 

da propagação do Plasmon de Superfície (KSP).14 ......................................................... 23 

Figura 2. Principais modos de detecção usados em biossensores baseados em 

SPR: (A) detecção direta; (B) modo de detecção sanduíche; (C) modo competitivo; 

(D) modo de detecção por inibição.62 ............................................................................... 31 

Figura 3. Imagem MEV de uma nanoestrutura obtida através de um feixe de íons 

focado. O tempo necessário para a fabricação desta amostra foi de 8 minutos.104 . 43 

Figura 4. Imagens MEV de dois conjuntos de nanoburacos, gerando as letras ‘hν’. 

Quando esta estrutura é iluminada com luz branca, a cor transmitida é determinada 

pela periodiciade do arranjo. Neste caso as periodicidades foram escolhidas como 

550 nm e 450 nm e geraram as cores vermelha e verde respectivamente.113 .......... 46 

Figura 5. Os nanoburacos foram fabricados em filmes espessos de prata iluminados 

com luz branca. (A), uma abertura circular e (B), espectro de transmissão através do 

buraco com diâmetro 270 nm em um filme de 200 nm de espessura. (C), uma 

abertura retangular e (D), espectro de transmissão como uma função do ângulo de 

polarização θ para os seguintes parâmetros geométricos: 210 nm X 310 nm, 

espessura do filme 700 nm. ............................................................................................... 47 

Figura 6. Espectro de transmissão normal de luz branca através do filme de ouro de 

40 nm de espessura (A) liso e através do filme contendo um arranjos de buracos de 

(B) 180 nm e (C) 280 nm de diâmetros.122....................................................................... 48 

Figura 7. Estrutura molecular do azo polímero pDR1A. ............................................... 49 

Figura 8. Arranjo experimental utilizado para produzir um feixe de luz com perfil de 

interferência ajustável que proporciona a formação de grades a partir da 

fotoisomerização do grupo azobenzeno presentes no polímero.123 ............................ 50 



9 

Figura 9. Refletividade de luz (em comprimento de onda fixo) incidindo sobre 

grades com quatro diferentes periodicidades (p=350, 700, 1100 e 1400 nm) imersas 

em dois diferentes índices de refração (na=1,32 e 1,37).125 ......................................... 52 

Figura 10. (A), esquema e imagens de microscopia eletrônica de varredura 

ilustrando a arquitetura do chip de microfluído com arranjo de nanoburacos 

embutido e em (B), estrutura experimental usada para medir o efeito da transmissão 

óptica extraordinária (EOT). O filme metálico (depositado sobre um substrato de 

vidro) contendo arranjos de nanoburacos obtidos por FIB é exposto a solventes 

distribuídos utilizando o sistema de microfluídos.112 ...................................................... 54 

Figura 11. Esquema e descrição do método de obtenção dos microcanais por 

litografia soft. ......................................................................................................................... 60 

Figura 12. (A) Peça de PDMS contendo os microcanais. (B) microcanais alinhados 

com o substrato contendo arranjos de nanoburacos. (C) Montagem final do sistema 

utilizando microfluídos integrado com substrato contendo arranjo de nanoburacos.61 

Figura 13. Esquema utilizado para medidas de sensibilidade dos arranjos de 

nanoburacos, frente às soluções de glicose de diferentes índices de refração. ....... 62 

Figura 14. Esquema utilizado para medidas de sensibilidade das grades de relevo, 

frente às soluções de glicose de diferentes índices de refração.................................. 64 

Figura 15. Superior: representação esquemática dos arranjos de nanoburacos 

(200 nm de diâmetro) no substrato com periodicidades de 365, 375, 385, 395, 405, 

415, 425, 435, 445 e 455 nm, percorrendo os arranjos “A” para “J”, respectivamente. 

A e B são imagens obtidas por MEV, de um arranjo quadrado de nanoburacos com 

periodicidade de 455 nm em ampliações de (A) 2.000x e (B) 20.000x. ..................... 69 

Figura 16. Imagens obtidas por MEV de uma SRG em filme de azopolímero 

recoberta com filme de ouro com periodicidade de 400 nm, em ampliações de (A) 

2.000x e (B) 10.000x. .......................................................................................................... 70 

Figura 17. (A) Espectros de transmissão normal de luz branca para os arranjos de 

nanoburacos imersos em água em função da periodicidade dos arranjos. (B) 

Ampliação das bandas 1 e 2 normalizadas. .................................................................... 72 



10 

Figura 18. (A) Espectros de transmissão normal de luz branca s-polarizada para os 

substratos SRG com periodicidade de 400 e 410 nm e profundidade de 120 nm. (B) 

Ampliação das bandas 1 e 2 normalizadas. .................................................................... 75 

Figura 19. (A) Espectros de transmissão normal de luz branca em função do índice 

de refração para o arranjo de nanoburacos ”J” com periodicidade de 455 nm. (B) 

Curvas de deslocamento dos comprimentos de onda das bandas de transmissão 

(λmáximos) em função do índice de refração, para bandas 1 e 2. Em destaque são 

mostradas ampliações da região de interesse dos respectivos espectros, 

normalizados......................................................................................................................... 77 

Figura 20. (A) e (C) Espectros de transmissão normal de luz branca em função do 

índice de refração para as SRGs de diferentes periodicidades (400 e 410 nm, 

respectivamente) e profundidade de 120 nm. (B) e (D) Curvas de deslocamento dos 

comprimentos de onda das bandas de transmissão (λmáximos) em função do índice de 

refração, para bandas 1 e 2. Em destaque são apresentadas ampliações da região 

de interesse dos respectivos espectros, normalizadas. ................................................ 78 

Figura 21. Sensibilidades teóricas e experimentais em função da periodicidade dos 

arranjos, para as banda 1 e 2. As periodicidades dos arranjos são 365, 375, 385, 

395, 405, 415, 425, 435, 445 e 455 nm............................................................................ 81 

Figura 22. Partes imaginária (ε2) e real (ε1) da função dielétrica complexa do ouro 

em função do comprimento de onda.139 ........................................................................... 82 

Figura 23. Reação de acoplamento via amina entre biotina-NHS e grupos aminas 

primárias da cisteamina. ..................................................................................................... 84 

Figura 24. Esquema da estratégia de ligação entre biotina e estreptavidina. .......... 85 

Figura 25. Regiões ampliadas dos espectros normalizados das bandas de 

transmissão para cada etapa de modificação para um arranjo de nanoburacos de 

455 nm de periodicidade..................................................................................................... 86 

Figura 26. Deslocamentos obtidas para a banda 1 (da figura 25 esquerda) 

observadas após cada etapa de modificação da superfície do ouro contendo 

arranjos de nanoburacos (455 nm de periodicidade)..................................................... 88 



11 

Figura 27. Esquema de ativação do grupo carboxílico do MUA usando EDC/NHS e 

acoplamento da molécula de BSA. ................................................................................... 89 

Figura 28. Espectros de transmissão normal de luz s-polarizada para SRG com 

periodicidade de 410 nm e profundidade 120 nm após a modificação da superfície 

com MUA/BSA. ..................................................................................................................... 90 

Figura 29. Deslocamento dos máximos de transmissão normal em função das 

etapas de modificação da superfície para (A) banda 1 e (B) banda 2 apresentadas 

na Figura 28. Em destaque: regiões ampliadas dos espectros de transmissão 

normal de luz s-polarizada (Figura 27) para cada etapa de modificação, 

normalizadas......................................................................................................................... 91 

Figura 30. Espectros de transmissão normal de luz branca em função do índice de 

refração para o arranjo de periodicidade de 400 nm. .................................................... 93 

Figura 31. Deslocamento do λmáximo de transmissão normal para a banda 2 da 

Figura 30 como função do índice de refração, obtidos para o arranjo de 

nanoburacos com periodicidade de 400 nm. Em destaque é apresentada a banda 2 

(Figura 30) normalizada e ampliada. De a para j corresponde aos espectros de 

transmissão relativos aos diferentes índices de refração.............................................. 94 

Figura 32. Deslocamento da banda 2 como função das etapas de modificação para 

o arranjo de nanoburacos utilizado para imobilização das biomoléculas. Em 

destaque: banda 2, do espectro de transmissão, normalizada e ampliada. AC 1 e 

AC 2 correspondem aos anticorpos biotinilado e secundário, respectivamente.  ...... 96 



12 

Índice 

1. Introdução ....................................................................................................................... 16 

1.1. Sensores para detecção de moléculas químicas e biológicas.......................... 18 

1.1.1. Características buscadas em sensores: ........................................................ 19 

1.2. Ressonância de Plasmon de Superfície ............................................................... 20 

1.2.1. SPR através de métodos tradicionais ............................................................ 21 

1.2.2. SPR através de arranjos de nanoburacos ..................................................... 24 

1.2.3. SPR através de grades de difração ................................................................ 25 

1.2.4. Vantagens da técnica SPR .............................................................................. 26 

1.3. Sensores Baseados em SPR para Detecção de Moléculas Químicas e 

Biológicas........................................................................................................................... 28 

1.3.1. Aplicações de sensores baseados em SPR para detecção e diagnóstico 

de câncer ........................................................................................................................ 32 

1.6. Tecnologia de sensores baseados em SPR ........................................................ 35 

1.6.1. Modificação química da superfície do metal transdutor .............................. 35 

1.6.2. Elementos de biorreconhecimento.................................................................. 35 

1.6.3. Imobilização de elementos de biorreconhecimento  ..................................... 37 

1.7. Nanofabricação ......................................................................................................... 39 

1.7.1. Feixe de Íons Focados (FIB) ............................................................................ 41 

1.7.2. Otimização do arranjo de nanoburacos ......................................................... 43 

1.7.3. Interferência de laser......................................................................................... 49 

1.7.4. Otimização das grades de relevo.................................................................... 51 

1.8. Sistema de microfluído ............................................................................................ 52 

2. Objetivos .......................................................................................................................... 55 

3. Materiais e Métodos ...................................................................................................... 56 

3.1. Materiais ..................................................................................................................... 56 

3.2. Métodos...................................................................................................................... 58 



13 

3.2.1. Substrato contendo nanoburacos ................................................................... 58 

3.2.2. Grades de relevo................................................................................................ 58 

3.2.3. Cela de microfluído ............................................................................................ 58 

3.2.4. Caracterização da sensibilidade do arranjo de nanoburacos e das grades 

de relevo frente a diferentes soluções de glicose.................................................... 61 

3.2.5. Preparação da superfície do ouro com alcanotióis ...................................... 64 

3.2.6. Preparação da camada ligante (linker) para imobilização de proteínas ... 65 

3.2.7. Imobilização de proteínas................................................................................. 66 

3.2.8. Imobilização de anticorpo biotinilado e detecção de antígeno p185 ......... 66 

4. Resultados e Discussões ............................................................................................ 69 

4.1. Caracterização dos substratos não-modificados................................................. 69 

4.2. Efeito da periodicidade ............................................................................................ 70 

4.3. Sensibilidade em função do índice de refração ................................................... 75 

4.4. Imobilização de biomoléculas - biossensibilidade ............................................... 83 

4.5. Imobilização de anticorpos e detecção do antígeno p185................................. 92 

5. Conclusões ..................................................................................................................... 98 

7. Referências Bibliográficas ........................................................................................ 100 



14 

Resumo 

Em virtude da incidência de câncer no nosso país e a necessidade de 

pesquisas que desenvolvam procedimentos para a detecção precoce da doença, 

atuamos no sentido de desenvolver biossensores que combinam análise em 

microfluído e nanofotônica para a detecção de moléculas biológicas. Esses 

biossensores são baseados no efeito de Ressonância de Plasmon de Superfície 

(SPR). Para isso foram estudados materiais plasmônicos, que acoplados a um 

sistema de microfluído, foram utilizados no desenvolvimento de um sensor baseado 

em SPR. Inicialmente o sensor desenvolvido teve como objetivo a detecção precoce 

de câncer. Contudo este tipo de sensor pode ser utilizado para várias outras 

aplicações. Foram montados dois tipos de sensores: 1) substrato contendo arranjos 

de nanoburacos periodicamente ordenados fabricados através de um filme de ouro 

de 100 nm de espessura; 2) grade de relevo coberta com um filme de ouro de 

espessura nanométrica, sendo a estrutura da grade periodicamente ordenada. 

Através do controle da periodicidade e diâmetro das nanoestruturas, os plasmons 

de superfície serão gerados em uma faixa de comprimento de onda específica, 

possibilitando a detecção de moléculas através de medidas ópticas. Os 

nanoburacos foram fabricados pelo método de feixe de íons focado e as grades de 

relevo pelo método de fotoisomerização de azopolímeros através de interferência de 

lasers. Para caracterizar a superfície dos substratos plasmônicos foi usada a 

microscopia eletrônica de varredura. A influência da variação da periodicidade das 

nanoestruturas e a sensibilidade dos sensores foram estudadas através de 

espectros de transmissão normal UV-vis. A modificação da superfície das 

nanoestruturas foi realizada utilizando microcanais de fluxo, monitorada através da 

variação do índice de refração próximo à superfície, empregando-se medidas de 



15 

transmissão normal de luz UV-Vis. Os resultados mostraram que a periodicidade 

exerce influência sobre o espectro da luz transmitida, apresentando um 

deslocamento para o vermelho das bandas a medida que há um aumento na 

periodicidade das nanoestruturas. Os melhores resultados de sensibilidade foram de 

463 nm/UIR e 198 nm/UIR para o arranjo de nanoburacos e superfície com grades 

em relevo, respectivamente. Foi verificado também que os substratos foram 

sensíveis à presença de biomoléculas imobilizadas na superfície das 

nanoestruturas, sendo observados deslocamentos das bandas de transmissão para 

o vermelho à medida que camadas moleculares foram sendo adsorvidas na 

superfície do substrato plasmônico. Este fato torna os substratos aptos para 

aplicação em biossensores que monitoram eventos de ligação entre moléculas que 

apresentam bioafinidade. Neste sentido procedeu-se também a detecção do 

antígeno p185 (usado como biomarcador de câncer de mama) utilizando um 

substrato contendo arranjos de nanoburacos acoplado ao sistema microfluídico. 

Essa proteína foi detectada com sucesso a uma concentração de 30 ng/mL o que 

torna esse tipo de sensor promissor no emprego da detecção precoce de câncer de 

mama. 
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1. Introdução  

O termo câncer é utilizado genericamente para representar um conjunto de 

mais de 100 doenças, incluindo tumores malignos de diferentes locais no corpo, 

sendo os mais incidentes, entre os homens, os cânceres de próstata, pulmão, 

estômago, cólon e reto. Entre as mulheres, os mais incidentes são os cânceres de 

mama, colo do útero, cólon e reto, estômago e pulmão. Desde 2003, as neoplasias 

malignas constituem a segunda causa de morte na população, representando quase 

17% dos óbitos de causa conhecida, notificados em 2007 no Sistema de 

Informações sobre Mortalidade do Ministério da Saúde. Segundo um relatório 

recente da Agência Internacional para Pesquisa em Câncer (IARC/OMS), o impacto 

global do câncer mais que dobrou em 30 anos. Estimou-se que, no ano de 2008, 

ocorreriam cerca de 12 milhões de casos novos de câncer e 7 milhões de óbitos. O 

contínuo crescimento populacional, bem como seu envelhecimento, afetará de 

forma significativa o impacto do câncer no mundo. Esse impacto recairá 

principalmente sobre os países de médio e baixo desenvolvimento. A IARC/OMS 

estimou que, em 2008, metade dos casos novos e cerca de dois terços dos óbitos 

por câncer ocorrerão nesses países.1 

No Brasil, as estimativas para o ano de 2010, que serão válidas também para 

o ano de 2011, apontam para aproximadamente 490 mil novos casos de câncer. Os 

tipos mais incidentes, à exceção do câncer de pele do tipo não melanoma, serão os 

cânceres de próstata e de pulmão no sexo masculino e os cânceres de mama e do 

colo do útero no sexo feminino, acompanhando o mesmo perfil da magnitude 

observada para a América Latina.1 
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Diante deste cenário fica clara a necessidade de maiores investimentos no 

desenvolvimento de ações abrangentes para o controle do câncer, nos diferentes 

níveis de atuação, como por exemplo, na detecção precoce da doença. A detecção 

precoce de câncer significa um avanço muito importante na luta contra a doença, 

possibilitando a aplicação de tratamento no seu estágio inicial de desenvolvimento, 

aumentando assim a taxa de sobrevivência dos pacientes. Dados mostram que 95% 

de pacientes com câncer de ovário que tiveram a doença detectada precocemente 

sobreviveram. Isto significa um grande avanço no tratamento desta forma de câncer 

já que a detecção tardia, em quase 100% dos casos, impossibilita ações que 

poderiam levar à cura e evitar a morte do paciente.2 

Para proporcionar aos médicos um perfil de biomarcadores (substâncias 

encontradas em pessoas com câncer), é necessário produzir um conjunto de 

biossensores. Levando-se em consideração a grande quantidade de novos casos 

de câncer, o benefício da diagnose precoce e a limitada disponibilidade de dinheiro 

do sistema de saúde, fica clara a necessidade de se desenvolver um biossensor 

integrado que tenha multiplicidade de respostas, ou seja, que possibilite a detecção 

de várias formas de câncer pelo mesmo sensor e que seja pequeno e de baixo 

custo. Um sistema de microfluídos chamado Lab-on-Chip tem sido adequadamente 

aplicado para este tipo de análise. Também chamados de sistemas completos de 

microanálise, estes dispositivos apresentam muitas vantagens sobre os dispositivos 

em macro escala em termos de velocidade de análise, custo, quantidade de 

reagente e amostras consumidas durante a análise, contaminação e eficiência.3 

Uma vantagem a mais destes sistemas microfluídos é a possibilidade de serem 

integrados a biossensores baseados em Ressonância de Plasmon de Superfície 
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(SPR), e que exploram este efeito através de um conjunto de nanoburacos 

(nanoholes array), ou micro conjunto de nanoburacos.4 

1.1. Sensores para detecção de moléculas químicas e biológicas 

O estudo e desenvolvimento de biossensores para detecção de compostos 

químicos e biológicos têm atraído pesquisadores da área de química, física e de 

materiais. Estes sensores têm se mostrado ferramentas muito importantes para a 

análise de produtos químicos e biológicos que contaminam o meio ambiente, 

agentes patogênicos presentes em alimentos, vírus, etc.5-8 Estes dispositivos 

apresentam uma série de vantagens quando comparados aos métodos 

convencionais de cromatografia e métodos bioquímicos como cromatografia gasosa 

acoplada a espectrometria de massa (CG-MS) e Análise Enzima Imuno Adsorvida 

(ELISA, enzyme-linked imunosorbent assay). Utilizando biossensores o tempo 

necessário para as análises é menor, os dispositivos são encontrados em tamanhos 

miniaturizados e a instrumentação é compacta; são fáceis de manusear, são 

portáteis o que facilita análises de campo e ainda apresentam baixo custo. Uma 

grande variedade de métodos ópticos tem sido investigada para uso em 

biossensores incluindo SPR, quimioluminescência, interferometria e elipsometria.9-12 

 Os sensores baseados em SPR são amplamente utilizados em pesquisas 

biomédicas e bioquímicas para caracterização e quantificação de eventos de ligação 

próximos a superfície.13 A técnica de SPR tem se mostrado extremamente sensível 

à mudanças de índice de refração de camadas moleculares presentes na superfície 

de um metal transdutor explorando o fenômeno de Ressonância de Plasmon de 

Superfície. Desta maneira, reações que ocorrem próximas a superfície podem ser 

analisadas imobilizando-se moléculas sobre a superfície do metal.14-16 Sensores 



19 

baseados em SPR têm sido amplamente empregados na caracterização de 

interações de moléculas que apresentem bioafinidade, como interação anticorpo-

antígeno aplicada na detecção de câncer, complexos de proteínas de DNA e 

reações de enzimas com o substrato.17,18 Além disso, estes biossensores também 

têm sido usados para a detecção de morfina,19 metanfetamina20 e benzo[a]pireno 

(carcinogênico encontrado em fumaça de cigarro e de carvão).21 

1.1.1. Características buscadas em sensores: 

 Baixo limite de detecção: é definido como a menor concentração de analito 

que pode ser detectada, mas não é necessariamente quantificada como 

sendo um valor exato. Para testes diretos, o limite de detecção é a função da 

razão entre sinal e ruído obtidos durante a medida e é determinado como 

uma relação estatística das variações dos valores de resposta obtidos para 

as medidas do branco (background). É requerido que sensores tenham 

baixos limites de detecção, ou seja, que sejam capazes de detectar 

concentrações muito baixa de analito. 

 Alta sensibilidade: é a variação no sinal de resposta pela variação da 

unidade de concentração do analito. A sensibilidade é a inclinação da curva 

analítica (concentração do analito versus a resposta do sistema) e se a curva 

analítica for linear, a sensibilidade será constante e independente da 

concentração. Se a curva analítica não for linear, a sensibilidade variará com 

a concentração e não terá valor único.22 É desejado que sensores possuam 

elevada sensibilidade, isto é, que apresentem elevadas respostas frente a 

baixas concentrações de analito e que apresentem reposta linear. 
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 Elevado tempo de vida: é importante que o sensor tenha elevado tempo de 

vida para que o custo de operação seja viável na sua implementação. 

 Baixo tempo de resposta: é requerido que o sensor possua pequeno tempo 

de resposta para que a análise se processe em um curto espaço de tempo e 

se torne conveniente, principalmente para análises rotineiras (análises de 

antígenos). 

 Alta especificidade: é definida como a capacidade de medir com exatidão, 

unicamente, o analito ou componente ativo de interesse, em presença de 

outros componentes (interferentes) que possam estar presentes na matriz da 

amostra (impurezas, produtos de degradação, componentes da matriz, etc.). 

Pode ser determinada pela comparação dos resultados obtidos de amostras 

contaminadas com quantidades apropriadas de impurezas ou excipientes e 

amostras não contaminadas, para demonstrar que o resultado do teste não é 

afetado por esses materiais. 

 Ampla Faixa de Linearidade: é a habilidade do sensor de produzir 

resultados que são diretamente, ou por uma transformação matemática bem 

definida, proporcionais à concentração do analito dentro de uma dada faixa. 

Uma ampla faixa linear é o objetivo buscado em sensores. 

1.2. Ressonância de Plasmon de Superfície 

O fenômeno de Plasmons de Superfície (SPs) foi amplamente reconhecido 

na área de ciência de superfície seguindo o trabalho pioneiro de Ritchie na década 

de 1950.23 Os SPs são ondas eletrostáticas presentes em uma interface 

metal/dielétrico e que tem a sua amplitude decaindo exponencialmente à medida 

que se distanciam da interface. Então os SPs podem ser vistos como ondas 
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coletivas não-propagantes de elétrons na superfície de um metal condutor. A 

excitação de SPs pela luz em superfícies planas metálicas gera poláritons de 

plasmon de superfície (SPP), que são ondas eletromagnéticas que se propagam na 

superfície do metal em contanto com um dielétrico e permanecem confinadas em 

duas dimensões já que, assim como os SPs, sua amplitude decai exponencialmente 

à medida que se penetra em cada meio (tanto o dielétrico, quanto metálico).24 Nesta 

interação, os elétrons respondem coletivamente por oscilação em ressonância com 

a onda luminosa. A interação ressonante entre a superfície carregada oscilante e o 

campo eletromagnético da luz constitui o SPR. O confinamento do campo 

eletromagnético dos SPPs nas proximidades da interface metal/dielétrico resulta em 

uma extraordinária sensibilidade dos SPPs às condições de superfície, como a alta 

sensibilidade a mudanças de índice de refração na superfície do metal.25 A escolha 

do metal a ser usado é crítica, pois o metal deve exibir a propriedade de permitir a 

propagação da onda plasmônica na superfície. Para isso utilizam-se os metais que 

possuem constante dielétrica com parte imaginária positiva e pequena, e parte real 

negativa.26 Os metais mais adequados são prata, ouro, cobre e alumínio, dentre os 

quais a prata e o ouro são os mais empregados.27,28 Algumas características fazem 

do ouro a melhor escolha, dentre elas se destacam o seu caráter razoavelmente 

inerte frente a processos oxidativos e muitas reações com agentes químicos, liga-se 

fortemente a tióis permitindo que a superfície seja modificada para imobilização de 

moléculas de interesse,29 além de proporcionar a propagação dos SPs.30 

1.2.1. SPR através de métodos tradicionais 

Para excitação do Plasmon de Superfície, dois diferentes sistemas 

experimentais foram inicialmente desenvolvidos, um por Otto31 e outro por 
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Kretschmann,32 porém a configuração de refletância total atenuada, desenvolvida 

por Kretschmann, é normalmente usada na maior parte dos instrumentos comerciais 

baseados em SPR.6,14 A configuração de Kretschmann, Figura 1, baseia-se no 

fenômeno de reflexão interna total. Este fenômeno ocorre quando a luz polarizada 

atravessa um meio óptico denso (ex. vidro) e alcança uma interface entre este meio 

e um meio de densidade óptica menor (ex. ar), e é refletida de volta para o meio 

mais denso. Embora a luz incidente seja totalmente refletida internamente, uma 

pequena parte desta radiação, onda ou campo evanescente, penetra na interface do 

meio menos denso até a distância de um comprimento de onda, 1λ. Em um 

determinado ângulo de incidência e em um determinado comprimento de onda, 

quando o vetor de onda do plasmon é igual ao vetor de onda do campo 

evanescente (KSP=Kev), parte da radiação acopla com os “elétrons livres” do filme 

fino metálico, fazendo com que eles oscilem em ressonância com o campo 

evanescente, ocorrendo a Ressonância de Plasmon de Superfície. Em 

conseqüência, ocorre uma perda de energia da luz incidente para o filme metálico, 

resultando na redução da intensidade da luz refletida, a qual pode ser detectada 

como um arranjo bidimensional de fotodiodos.33 Desta maneira, no modo de 

detecção por ângulo fixo, uma luz polarizada é direcionada através de um prisma 

até uma interface filme metálico/solução dielétrica e a intensidade da luz refletida é 

medida contra o ângulo da luz incidente com um detector. Em certo ângulo e 

determinado comprimento de onda da luz incidente, um mínimo na refletividade é 

observada, na qual as ondas evanescentes são acopladas aos elétrons da banda de 

condução dos metais no lado oposto ao de incidência (SPR) na interface 

metal/isolante. Esse ângulo onde ocorre o mínimo de refletividade é chamado de 

ângulo SPR. Esse ângulo crítico é muito sensível a mudanças no meio dielétrico 
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adjacente ao metal e por isso as condições de SPR são influenciadas pela presença 

de biomoléculas imobilizadas sobre a superfície do metal. 

 

Figura 1. Configuração de Kretchmann para SPR. A Ressonância de Plasmon de 

Superfície é excitada na interface metal/ar quando o ângulo de incidência da luz é 

tal que a componente evanescente do próprio vetor onda (Kev) é igual ao vetor onda 

da propagação do Plasmon de Superfície (KSP).
14

Erro! Indicador não definido. 

 A desvantagem em se trabalhar com SPR convencional é a complexidade e a 

dificuldade em se alinhar o sistema óptico e encontrar o ângulo perfeito de 

incidência de luz. Apesar da grande sensibilidade dos sensores baseados em SPR, 

a dificuldade experimental da análise é um grande inconveniente que tem que ser 

levado em consideração e por isso outros métodos de acoplamento de luz em 

plasmon de superfície vem sendo pesquisados. 
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1.2.2. SPR através de arranjos de nanoburacos 

Sensores baseados em SPR que utilizam um conjunto de nanoburacos é um 

sistema muito interessante que elimina os inconvenientes da técnica convencional. 

Este modo de análise é feito no modo de transmissão colinear para se coletar as 

respostas, isso facilita muito o alinhamento óptico do sistema, reduz o tamanho da 

área de trabalho e possibilita o uso de lentes com grande abertura numérica (NA, 

numerical aperture), ou seja, lentes que podem coletar ou emitir luz em vários 

ângulos facilitando o alinhamento do sistema e ainda reduzindo a perda de luz. A 

classe de nanoestruturas que tem sido um assunto de interesse recentemente é um 

arranjo de aberturas menores que o comprimento de onda25,34-41 em filmes metálicos 

opticamente densos, ou seja, o filme é espesso o suficiente para evitar transmissão 

de luz diretamente através deles. A transmissão extraordinária da luz (maior em 

intensidade do que previsto pela teoria clássica da difração através de um arranjo 

de aberturas menores que o comprimento de onda em um filme metálico 

opticamente denso) tem sido mostrada na literatura.42 Esta transmissão 

extraordinária da luz tem sido atribuída à excitação dos SPs sobre ambos os lados 

do filme metálico contendo o arranjo de nanoburacos. A Ressonância do Plasmon 

de Superfície através de nanoestruturas metálicas são dependentes do índice de 

refração do meio que as rodeia,42 e como o efeito da transmissão ressonante ocorre 

através da excitação e propagação de Plasmons de Superfície na interface 

metal/isolante, este efeito é sensível a mudanças de índice de refração próximos a 

superfície do metal. 

A periodicidade do arranjo de nanoburacos (distância entre dois centros de 

buracos localizados lado a lado na escala x e y) age como uma grade de difração 

bidimensional acoplada que converte os fótons incidentes em SPs. Embora os 
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mecanismos exatos do efeito de transmissão óptica aumentada através dos tais 

nanoburacos estejam ainda sendo debatidos, geralmente se aceita a idéia de que 

os fótons incidentes acoplam com elétrons livres do metal, devido aos buracos 

periodicamente ordenados, sendo convertidos em SP. Esses são transmitidos 

através do filme metálico e, via processo reverso (desacoplam), são re-irradiados do 

lado oposto ao incidente.43 

1.2.3. SPR através de grades de difração 

A fotoisomerização em filmes de azopolímeros (polímeros com grupamentos 

azobenzênicos que podem ou não estar quimicamente ligado à cadeia polimérica) 

tem sido explorada para a obtenção de grades de difração. A fotoisomerização 

ocorre quando grupos cromóforos azobenzenos são excitados de um estado de 

baixa energia (forma trans) para um estado de maior energia (forma cis) devido à 

absorção de luz. O processo reverso é térmico, mas também pode ser obtido 

através de excitação por luz.44,45 Ciclos de isomerização trans-cis-trans podem 

produzir diferentes espectros de absorção devido a características específicas de 

cada isômero, como momento de dipolo, índice de refração e volume espacial.46 

Quando uma luz polarizada é irradiada sobre o filme, a fotoisomerização induz 

alinhamento dos cromóforos produzindo dicroísmo e birrefringência, que podem ser 

usados para estocar dados e produzir grades de relevo (SRG - surface relief 

gratings).47 As propriedades ópticas das grades de relevo podem ser variadas 

através das condições do experimento, como fonte utilizada (comprimento de onda 

e intensidade), ângulo entre os feixes incidentes e tempo de incidência, podendo ser 

obtidas profundidades de 0,60 até 0,80 μm e periodicidades variando entre 0,27 a 

4,60 μm.48 Além disso, múltiplas grades podem ser sobrepostas, resultando na 
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possibilidade de criar os mais complexos arranjos possíveis, com ondas se 

propagando em diferentes direções sobre o substrato. Na maioria das aplicações de 

eletrônica e fotônica, os azopolímeros são obtidos pelos métodos casting ou spin 

coating. Contudo as técnicas de Langmuir-Blodgett (LB) e de automontagem por 

adsorção física (layer-by-layer em inglês, LbL) têm sido aplicadas com sucesso, 

proporcionando maior controle da espessura e arquitetura do filme.49,50 O 

mecanismo para a produção de SRGs é baseado no transporte de massa, sendo 

originalmente induzido por luz. No entanto, em alguns casos pode ser 

principalmente resultante de um processo térmico ou de fotodegradação.  

 Estes substratos podem ser explorados no controle da propagação dos 

plasmons de superfície em filmes metálicos depositados sobre o filme de 

azopolímero. Pode-se, com isso, obter um substrato com baixo custo, que atue 

como guia de ondas eletromagnéticas, resultando no aumento da intensidade dos 

plasmons de superfície e consequentemente na melhora da resposta de 

biossensores.51 A vantagem desta técnica é a possibilidade de se obter grandes 

áreas superficiais das grades de difração gerando, portanto, uma grande área 

excitada por SP, viabilizando a produção de dispositivos que atendem os requisitos 

de produção em larga escala. 

1.2.4. Vantagens da técnica SPR 

A técnica de SPR oferece várias vantagens quando comparada a outros 

métodos de detecção: i) Não há necessidade de se trabalhar com moléculas 

marcadas - este fator é muito importante, já que o processo de rotulação de uma 

proteína com uma molécula fluorescente ou radioativa pode modificar ou alterar a 

especificidade e a reatividade da mesma, reduzindo as informações qualitativas 
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(detectabilidade, especificidade, seletividade, etc.) e quantitativas (parâmetros 

cinéticos e termodinâmicos). Além disso, a natureza hidrofóbica dos compostos 

fluorescentes tende a gerar ligações com o sensor o que pode levar a geração de 

resposta falsa;52 ii) Sensores baseados em SPR são capazes de produzir respostas 

em tempo real, ou seja, as respostas são obtidas ao mesmo tempo em que as 

reações ou interações estão ocorrendo, proporcionando uma avaliação rápida 

através do sistema analítico; iii) O mesmo sensor pode ser utilizado para várias 

medidas, além disso, a análise de várias soluções contendo os analitos-alvo pode 

ser realizada em série, uma após a outra utilizando o mesmo sensor, através de 

sistemas de fluxo automático; iv) Os equipamentos necessários para as medidas 

através de sensores baseados em SPR podem ser miniaturizados e aplicados em 

detecção de multipontos, ou seja, em um mesmo sensor podem ser fabricadas 

estruturas que serão utilizadas para detectar diferentes espécies (multiplicidade) - 

esta propriedade é muito importante para fabricação de sensores portáteis utilizados 

em medidas in situ, possibilitando a detecção no local, seja um hospital, uma 

indústria ou um lago contaminado; v) Combinando-se as vantagens de 

especificidade de reconhecimento frente a reações biológicas, podem ser 

desenvolvidos sensores imunológicos de SPR para a detecção de qualquer analito 

através de medidas livres de erros, evitando assim complicações em diagnósticos 

médicos; vi) A aplicação mais significativa de biossensores baseados em SPR é o 

monitoramento de pequenas moléculas com grande sensibilidade o qual aumenta 

grandemente a utilidade dos biossensores para a detecção de drogas.52 

 Em biossensores baseados em SPR o limite de detecção é normalmente 

definido como a concentração mínima do analito que produz uma resposta 

correspondente a 3 vezes o desvio padrão da reposta do sensor para a medida do 
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branco.Erro! Indicador não definido.,53 O limite de detecção pode ser obtido 

omente quando os parâmetros de interação entre o analito e o elemento de 

biorreconhecimento e o transporte de massa para o sensor são conhecidos. 

Contudo, a menor concentração que pode ser detectada na superfície pode ser 

determinada independentemente destes fatores. Trabalhos recentes mostram que 

limites de detecção da ordem de ng/ml podem ser obtidos através de biossensores 

baseados em SPR.6,7,14,54-57 Baixos limites de detecção possibilitam a detecção de 

concentrações mínimas de marcadores de câncer, tornando possível a detecção 

precoce da doença. 

 A sensibilidade de sensores baseados em SPR depende de dois fatores: i) 

sensibilidade da resposta do sensor a mudanças de índice de refração e ii) 

eficiência de conversão da ligação química (ou interação) relacionada a mudanças 

no índice de refração.58 Biossensores com alta sensibilidade a mudanças de índice 

de refração sobre a superfície detectam eficientemente a ligação e a interação de 

analitos com as moléculas imobilizadas. 

1.3. Sensores Baseados em SPR para Detecção de Moléculas Químicas e 

Biológicas  

 Sensores baseados em SPR tradicional (configuração de Kretchmann) têm 

sido empregados em vários campos, incluindo diagnose médica, monitoramento 

ambiental e análises de alimentos. Devido a variedade de aplicações, vários 

métodos de detecção têm sido empregados para a análise de espécies químicas e 

biológicas.52,59 Esses sensores SPR medem mudanças no índice de refração que 

ocorrem na superfície de um filme de metal que suporta um poláriton de plasmon de 

superfície. Um SP excitado por uma onda de luz se propaga ao longo da interface 
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filme metálico/isolante e seu campo pode ser usado para “examinar” o ambiente em 

contato com o filme metálico (amostra). Uma mudança no índice de refração efetivo 

no meio dielétrico dá origem a uma mudança nas condições de ressonância a qual 

altera o comprimento de onda da luz que é acoplada com os elétrons da superfície 

do metal conforme a Equação 1. 

 (Equação 1) 

Onde S é a sensibilidade da superfície em detectar diferentes índices de refração, 

sendo definida como a razão entre a variação de comprimento de onda ( ) e 

variação do índice de refração. O  é o índice de refração efetivo relativo à 

adsorção de moléculas sobre a superfície do sensor, alterações no  ocorrem na 

região dos plasmons. O  é o índice de refração obtido após a passagem de uma 

solução que corresponde ao branco. O  é obtido através da Equação 2. Essa 

equação considera o decaimento exponencial da intensidade do campo 

evanescente conforme há o afastamento da superfície metálica, isto é, a intensidade 

do campo eletromagnético é grande exatamente na interface metal/dielétrico e se 

torna mais fraco à medida que ele penetra no meio dielétrico. 

 (Equação 2) 

Onde  é o índice de refração a uma distância z acima da interface 

metal/dielétrico e  é a constante que indica o comprimento de decaimento do 

campo eletromagnético do SP.60 

Essa técnica é utilizada em análises de biomoléculas, como em biossensores 

SPR de afinidade, que são dispositivos que consistem de um elemento de 

biorreconhecimento que identifica e está apto à interagir com um analito selecionado 
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e um transdutor SPR que traduz o evento de ligação em um sinal mensurável. Os 

elementos de biorreconhecimento são imobilizados nas proximidades da superfície 

do filme de metal que suporta o SPs.  Moléculas de analito em uma amostra líquida 

em contato com um sensor SPR ligam-se aos elementos de biorreconhecimento, 

produzindo um incremento no índice de refração na superfície do sensor, o qual é 

opticamente medido devido a um deslocamento do comprimento de onda da luz 

transmitida pelo arranjo. 

 Em biossensores SPR de afinidade bioquímica, umas das moléculas de 

interação (elemento de biorreconhecimento ou molécula alvo) é imobilizada sobre a 

superfície do sensor de SPR e a outra está presente em uma amostra líquida. Qual 

das moléculas estará imobilizada depende do formato de detecção usado na 

análise. Este é escolhido considerando-se o tamanho do analito, as características 

de ligação do elemento de biorreconhecimento, a concentração do analito a ser 

medido e a amostra onde o sistema vai ser utilizado.61 Os modos de detecção mais 

comuns são: A) detecção direta, B) detecção em modo sanduíche, C) detecção em 

modo competitivo e D) detecção por inibição, Figura 2. 

No formato de detecção direto, sanduíche e competitiva a molécula que 

precisa ser imobilizada é um elemento de biorreconhecimento; no formato de 

detecção por inibição a molécula imobilizada é a molécula alvo ou seu derivado. A 

escolha do elemento de biorreconhecimento apropriado ou método de imobilização 

é de importância crítica com impacto direto sobre importantes características de 

desempenho do sensor tal como sensibilidade, especificidade e limite de 

detecção.62 
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Figura 2. Principais modos de detecção usados em biossensores baseados em 

SPR: (A) detecção direta; (B) modo de detecção sanduíche; (C) modo competitivo; 

(D) modo de detecção por inibição.62 

 No modo de detecção direta (Figura 2A), o elemento de biorreconhecimento 

(por exemplo, um anticorpo) é imobilizado sobre a superfície do sensor de SPR. O 

analito em solução se liga ao anticorpo produzindo uma mudança no índice de 

refração que é detectada pelo sensor baseado em SPR. Este modo de detecção é 

utilizado quando a ligação entre o analito em solução e o elemento de 

biorreconhecimento imobilizado na superfície do sensor produz uma resposta que 
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pode ser facilmente medida. A especificidade e o limite de detecção podem ser 

melhorados aplicando-se o modo sanduíche (Figura 2B); neste modo de detecção o 

analito em solução se liga a espécie imobilizada sobre a superfície do sensor (como 

um anticorpo, por exemplo), sendo então incubado por um segundo anticorpo. 

Geralmente, analitos pequenos, com massa molar menor que 5000 g/mol, não 

geram mudanças no índice de refração que sejam grandes o suficiente para serem 

detectadas através dos modos de detecção direta e sanduíche e, neste caso, os 

modos de detecção competitivo e de inibição são utilizados. No modo competitivo 

(Figura 2C) a superfície do sensor é coberta com um anticorpo que esta interagindo 

com o analito; quando um analito conjugado com outra espécie é adicionado à 

amostra, o analito e o seu conjugado competem pelos sítios ativos sobre a 

superfície do sensor. A resposta relativa a ligação é inversamente proporcional a 

concentração do analito. No modo de detecção por inibição (Figura 2D), é utilizado 

uma solução contendo uma concentração conhecida de anticorpos e uma 

concentração desconhecida de analito. A solução é injetada em uma cela de fluxo 

contendo o sensor baseado em SPR, passando pela superfície do sensor onde o 

analito ou um análogo estão imobilizados. Anticorpos não complexados são 

analisados na medida que eles se ligam às moléculas de analito imobilizadas sobre 

a superfície do sensor e a resposta relativa à ligação é proporcional à concentração 

do analito.63  

1.3.1. Aplicações de sensores baseados em SPR para detecção e diagnóstico de 

câncer 

 O diagnóstico de câncer é uma das áreas mais pesquisadas em bioquímica 

analítica. Tem sido investigada uma grande variedade de métodos de detecção de 
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marcadores64, sendo os chamados biossensores (sensores aplicados para detecção 

de biomoléculas) os mais utilizados. 

 Marcadores de câncer são substâncias produzidas por células cancerígenas 

e por outras células do corpo em resposta ao câncer ou tumores benignos (tumores 

benignos podem crescer muito, mas são localizados, não se espalham para outras 

partes do corpo). Estas substâncias podem ser encontradas no sangue, na urina, no 

tecido do tumor ou em outros tecidos. Tipos diferentes de marcadores de câncer 

são encontrados em diferentes tipos de câncer. Além disso, a concentração do 

mesmo marcador pode ser alterada em diferentes tipos de câncer. Contudo as 

concentrações de marcadores não se alteram em todos os pacientes com câncer, 

principalmente no estágio inicial da doença. 

A forma de detecção de marcadores (antígenos) se baseia na sua interação 

química com anticorpos imobilizados sobre a superfície do sensor. A detecção da 

ligação é geralmente feita através de vários métodos utilizando-se moléculas 

marcadas com fluorofóros ou bioconjugados de nanopartículas onde os elétrons 

estão confinados em uma dimensão (quantum dots). A estratégia mais comum é a 

Análise Enzima Imuno Adsorvida (ELISA, enzyme-linked imunosorbent assay). 

Neste sistema a ligação anticorpo-antígeno é indicada por um anticorpo (detector) 

separado, que acoplado a uma enzima produz um sinal que então é detectado.65 

Um grande desafio nesta área é desenvolver um método que não precise de 

moléculas marcadas e que não precise de um anticorpo para detectar a presença 

do antígeno e que ao mesmo tempo possibilite um alto grau de sensibilidade e com 

baixo limite de detecção. 

 Os biossensores baseados em SPR são utilizados para monitorar interações 

biomoleculares. Através desta técnica, podem ser realizadas medidas em tempo 
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real para se estudar a ligação entre uma biomolécula (por exemplo, um anticorpo) 

imobilizada sobre a superfície do metal com um analito bioespecífico presente em 

solução (por exemplo, um antígeno), sem a necessidade de rotular/marcar as 

biomoléculas6,7,14,54-57 A literatura descreve vários estudos onde biossensores 

baseados em SPR que utilizam um conjunto de nanoburacos foram eficientemente 

aplicados na detecção de marcadores de câncer de pâncreas, mama, colo-retal, 

pulmão e câncer do trato gastrointestinal.66-71 

 Atualmente se encontrou mais de 100 tipos de substâncias que podem ser 

encontradas em concentrações alteradas no organismo de pacientes portadores de 

algum tipo câncer. Pesquisadores já encontraram marcadores para todos os tipos 

de câncer, mas embora a medida de concentrações anormais destas substâncias 

sugira a presença de câncer, somente esta medida não é suficiente para 

diagnosticar a doença. Portanto, medidas das concentrações dos marcadores são 

combinadas com outros testes, como a biópsia, para um diagnóstico indubitável de 

câncer.72 

 Considerando as várias formas de câncer e os mais de 100 tipos de 

marcadores que são encontrados em pacientes com diferentes tipos de câncer, a 

utilização de um circuito integrado contendo biossensores baseados em SPR com 

análise de multipontos, acoplado a um sistema microfluídico, possibilitaria que as 

espécies fossem eficientemente detectadas através de um dispositivo de fácil 

manuseio.4 
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1.6. Tecnologia de sensores baseados em SPR 

1.6.1. Modificação química da superfície do metal transdutor 

Em sensores baseados em SPR a superfície do sensor é geralmente ouro ou 

prata (metal transdutor).73 Nesta superfície ocorrem interações biomoleculares e 

ligações são convertidas em sinais óptico-elétricos. A superfície do sensor é 

modificada com moléculas onde os analitos se ligam proporcionando resultados 

reprodutíveis e consistentes. Para se obter superfícies altamente sensíveis é 

necessária a formação de uma camada de moléculas receptoras que seja 

organizada de maneira a proporcionar sítios de ligação sem restrições de 

impedimento estérico para a molécula que será imobilizada. Diversos métodos de 

imobilização adequados para testes imunológicos baseados em SPR têm sido 

publicados. Anticorpos têm sido imobilizados através de suas cadeias glicol 

oxidadas,74 ou através de suas ligações dissulfito.75 Ésteres N-hidroxisuccinimida 

(NHS) têm sido usados para a obtenção de monocamadas de alcanotióis de cadeia 

longa, que possuem em uma ponta grupos reativos adequados para a imobilização 

de biomoléculas e em outra ponta grupos tióis que se ligam a superfície do ouro.76,77 

Processos de silanização utilizando 3-aminopropiltrirtozisilano (3-APTES) também 

têm sido usados para ligar anticorpos a superfície de ouro através do ligante 

gluraraldeído.78 Contudo, para a ligação de receptores mais específicos, o complexo 

biotina-streptavidina tem sido amplamente utilizado.79 

1.6.2. Elementos de biorreconhecimento 

 Vários tipos de elementos de biorreconhecimento têm sido empregados em 

biossensores SPR de afinidade. Os anticorpos são os elementos de 

biorreconhecimento mais frequentemente usados. Eles oferecem alta afinidade e 
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especificidade frente a analitos alvos. Além disso, anticorpos que reconhecem 

inúmeras moléculas alvos já estão disponíveis comercialmente. O desenvolvimento 

de anticorpos de alta qualidade é, contudo, um processo particularmente caro e 

difícil.80 Recentemente, fragmentos de anticorpos de cadeia única têm sido também 

usado como elementos de biorreconhecimento.81 Fragmentos de anticorpos de 

cadeia única biotinilados encontrados em processo de fermentação podem ser 

identificados sobre a superfície de um sensor recoberto com estreptavidina 

diretamente da parte sobrenadante sem a necessidade de purificação.82 Outro tipo 

de elemento de biorreconhecimento que tem sido empregado em sensores de SPR 

são os peptídeos. Em comparação com os anticorpos, os peptídeos, em geral, são 

mais baratos, mais estáveis e fáceis de manipular. Contudo, os peptídeos às vezes 

necessitam de uma alta afinidade e especificidade frente ao alvo para que ocorra a 

ligação. Em biossensores SPR, os peptídeos têm sido aplicados principalmente 

para detecção de anticorpos, por exemplo, anticorpos da Hepatite G,83 vírus da 

Herpes simples tipo 1 e tipo 2,84 vírus Epstein-Barr85 e para detecção de metais 

pesados.86 Recentemente, aptâmeros (peptídeos ou ácidos nucleicos que se ligam 

a alvos específicos) surgiram como outro tipo promissor de elemento biomolecular 

de reconhecimento para biossensores SPR.87,88 Aptâmeros de DNA e RNA são 

sequências de oligonucleotídeos unicamente-retido, que podem ser produzidos se 

ligando à alvos moleculares tais como pequenas moléculas, proteínas, ácidos 

nucleicos e células planas, tecidos e organismos.89 Além disso, a síntese de 

aptâmeros é fácil e reprodutível. 
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1.6.3. Imobilização de elementos de biorreconhecimento 

Em biossensores SPR, uma das moléculas de interação (na maioria das 

vezes o elemento de biorreconhecimento) é imobilizada sobre a superfície do 

sensor. A superfície química deve ser programada de tal forma que ela permita a 

imobilização de um número suficiente de elementos de biorreconhecimento sobre a 

superfície do sensor e ao mesmo tempo minimizando as ligações não-específicas 

na superfície. Além disso, os elementos de biorreconhecimento devem ser 

imobilizados na superfície do sensor sem que esta imobilização afete a sua 

atividade biológica. A princípio, as moléculas podem ser imobilizadas diretamente 

sobre a superfície ou em uma matriz tridimensional. A imobilização direta sobre a 

superfície é mais simples, contudo o número de elementos de biorreconhecimento 

que pode se ligar a superfície é limitado pela capacidade da superfície em suportar 

o elemento (se a densidade de elementos de biorreconhecimento é muito alta, a 

resposta do sistema pode ser prejudicada pelo impedimento estérico). Por outro 

lado, um sistema tridimensional geralmente proporciona um maior número de sítios 

de ligação para a imobilização das moléculas do que a superfície.90 O sistema 

tridimensional mais comumente usado para imobilização de moléculas é obtido 

através de dextran carbometilado.76 Para a imobilização em duas dimensões sobre 

superfícies de ouro, os métodos mais comuns envolvem o uso de camadas 

automontadas (SAMs) de alcanotiolatos ou dissulfitos.91 

As proteínas representam a classe de moléculas que são mais comumente 

usadas como elementos de biorreconhecimento. O método mais utilizado para 

imobilização de proteínas é via ligação covalente formada entre grupos funcionais 

nucleofílicos presentes nos aminoácidos das proteínas e grupos eletrofílicos 

presentes na superfície do sensor.56,92  A imobilização através de ligação covalente 
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é estável, contudo devido a grande quantidade de grupos funcionais presentes nas 

proteínas, a imobilização através destes grupos leva a uma orientação randômica 

das proteínas sobre a superfície. Além disso, pode ocorrer imobilização através de 

vários grupos funcionais restringindo a flexibilidade conformacional da proteína. 

Outro método utilizado para a imobilização de proteínas é baseado na 

afinidade bioquímica das espécies. O exemplo mais comum deste método é a 

reação avidina/estreptavidina-biotina. Através deste método de imobilização, a 

proteína avidina (ou a estreptavidina) é imobilizada sobre a superfície do sensor 

(imobilizada covalentemente ou via biotina pré-imobilizada) proporcionando sítios de 

ligação para subsequente ligação de proteínas conjugadas com a biotina. A proteína 

pode ser biotinilada através de vários métodos objetivando a detecção de diferentes 

grupos funcionais presentes nas proteínas. A orientação das proteínas imobilizadas 

depende da orientação das moléculas de avidina/estreptavidina, do método de 

biotinilação empregado e das propriedades da proteína.57 

A adsorção de proteínas sobre a superfície do sensor é um dos fatores mais 

importantes no desenvolvimento de biossensores para aplicações biológicas e 

biomédicas. Vários estudos têm mostrado que os processos de adsorção não 

específica de proteínas sobre a superfície é um problema chave e que deve ser 

corrigido para melhorar a interação entre a molécula imobilizada na superfície e o 

analito presente na solução.93,94 A formação de ligações não específicas é um 

inconveniente ainda maior quando se analisa amostras de sangue e fluidos com 

partes de células destruídas.95 Em biossensores é extremamente importante a 

obtenção de superfícies com alta organização e que proporcionem um grande 

número de sítios de ligação para imobilização de elementos de biorreconhecimento 

(por exemplo, anticorpos). Portanto, é preciso se evitar processos de modificação da 
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superfície onde as moléculas ficam deitadas sobre o sensor, diminuindo a 

quantidade se sítios de ligação e afetando a propriedades do sensor. 

 Vários métodos têm sido aplicados no desenvolvimento de superfícies. 

Polímeros hidrofílicos como o polietilenoglicol (PEG) e seus derivados tem sido 

empregados no desenvolvimento de superfícies resistentes a proteínas, ou seja, 

superfícies que não permitem que as moléculas de proteína se liguem com a 

monocamada e que não se deitem sobre a superfície. Os fatores que influenciam as 

propriedades de organização geradas por superfícies cobertas com PEG são a 

barreira estérica e o alto grau de hidratação.96 Pasche e cols.97,98 utilizaram poli(L-

lisina) enxertado em polietileno glicol para minimizar adsorções não específicas de 

proteínas sobre a superfície. Através deste sistema eles observaram uma adsorção 

de soro sanguíneo em concentração menor que 2 ng/cm2. A imobilização de 

elementos de biorreconhecimento nestas amostras foi possível através da ligação 

de biotina com a superfície. As superfícies biotiniladas se mostraram muito 

resistentes a adsorções não especificas de moléculas presentes na amostra de 

soro, contudo permitiu a ligação das proteínas de ligação (por exemplo, 

estreptavidina e avidina) e posteriormente a ligação de elementos de 

biorreconhecimento biotinilados.99-101 

1.7. Nanofabricação 

Nanofabricação é o processo de fabricação de estruturas funcionais com 

padrões tendo dimensões mínimas da ordem de no máximo algumas poucas 

centenas de nanômetros. Dispositivos e tecnologia de microeletrônicos tem 

melhorado e continuará melhorando devido à produção em larga escala e 

implementação comercial da nanofabricação. Muitos materiais com dimensões 
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mínimas em nano escala têm propriedades diferentes do que aquelas observadas 

para materiais macroscópicos.102 Os avanços no desenvolvimento de dispositivos 

microeletrônicos e na tecnologia de informação ocorrem em parte, devido aos 

processos de nanofabricação. A motivação para o estudo nesta área é a 

necessidade em se aumentar a densidade de componentes em menor espaço 

possível, diminuindo seu custo, e ao mesmo tempo aumentando a eficiência de 

cada dispositivo e de um circuito integrado de dispositivos. 

 Os métodos usados para gerar estruturas em nano escala e materiais 

nanoestruturados são comumente caracterizados como top-down e bottom-up. O 

processo top-down usa vários métodos de litografia para fabricar estruturas em 

nano escala. O processo bottom-up usa interações entre moléculas ou partículas 

coloidais para agregar estruturas em nano escalas discretas em duas ou três 

dimensões. As técnicas top-down incluem fotolitografia e litografia de feixe de 

varredura (litografia de feixe de elétrons e feixe de íons focados). A litografia de 

feixe de varredura é um processo lento relativamente à fotolitografia. Esta técnica 

pode, contudo, gerar características de alta resolução em modelos arbitrários. Há 

três classes principais de litografia de feixe de varredura: (i) feixes de varredura por 

laser tendo aproximadamente 250 nm de resolução, são as de menor preço; (ii) 

feixes de elétrons focados com resolução menor que 50 nm (dependendo do ajuste 

do equipamento e escolha do fotorresiste) apresentando alto custo de compra e 

manutenção; e (iii) sistemas de feixe de íons focados (FIB) com resolução menor 

que 50 nm são principalmente (e extensivamente) usados em pesquisas, e também 

de alto custo.102 
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1.7.1. Feixe de Íons Focados (FIB) 

Um sistema de feixe de íon focado (FIB) é uma ferramenta relativamente 

nova que tem um alto grau de analogia com um sistema de feixe de elétrons 

focados tal como um microscópico eletrônico de varredura (MEV). Nestes sistemas 

(MEV) o feixe de elétrons é direcionado rumo a amostra, e devido a esta interação 

são gerados sinais que são usados para criar imagens de altas ampliações da 

amostra. Como o feixe é bem controlado em tamanho e posição e os sinais são 

fortes o bastante para serem detectados sem ruídos excessivos, estas espécies de 

equipamentos são muito úteis para analisar amostra em grandes detalhes além de 

uma ampla faixa de ampliações.103 

A mais fundamental diferença entre MEV e FIB é o uso de íons (ao invés de 

elétrons) e este tem grandes conseqüências para as interações que ocorrem na 

superfície da amostra. No MEV, os elétrons são acelerados e focados sobre a 

superfície da amostra. O feixe pode varrer a superfície da amostra para criar uma 

imagem ou pode ser controlado de tal forma a desenhar uma estrutura na amostra 

como feito em litografia por feixe de elétrons. Estas mesmas funções básicas são 

encontradas no feixe de íons focados. Como os íons são muito maiores que os 

elétrons, eles não podem penetrar facilmente dentro da amostra. 

Conseqüentemente, a interação entre os íons e a amostra leva a ionização atômica 

e quebra das ligações químicas dos átomos da superfície. Os íons que estão 

incidindo sobre a amostra não alcançam os elétrons em níveis internos de energia 

nos átomos, desta forma não há excitação dos elétrons em níveis internos de 

energia. Portanto, ao contrário de um feixe de elétrons que pode penetrar na nuvem 

eletrônica de uma molécula alvo, no FIB não há emissão de raios-X quando o feixe 

de íons incide sobre a amostra. O tamanho do íon também indica que a 
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probabilidade de interação dos mesmos com os átomos da amostra é grande, 

levando a rápida perda de energia dos íons. Como resultado, a profundidade de 

penetração dos íons é muito menor que a profundidade de penetração dos elétrons. 

Após a perda de energia os íons ficam presos na matriz do material, ao contrário 

dos elétrons que desaparecem na banda de condução do material.103 

Além disso, íons são positivos (íons Ga+), grandes, pesados e lentos 

enquanto que elétrons são negativos, pequenos, leves e rápidos. A mais importante 

consequência dessas propriedades listadas é que os feixes de íons removerão 

átomos do substrato e devido a posição do feixe, a proporção e tempo de residência 

são tão bem controladas que elas podem ser aplicadas para remover materiais 

localizados em um modo altamente controlado abaixo da escala nanométrica.103 

O processo “fresamento” (do inglês milling) é a mais poderosa capacidade do 

FIB e é diretamente relacionada com a escolha do íon, sua faixa de energia e o 

momento da partícula (seu peso). O fresamento é um processo de colisão atômica e 

permite a liberdade para manipular a amostra, perfura a sua superfície em três 

dimensões e criar uma seção-transversal, ou cria algumas possibilidades de 

formatos sendo como “esculpir em pedra”. Não somente a posição lateral, mas 

também a profundidade local pode ser controlada. A taxa de fresamento (μm3/s) é 

proporcional (linear) à corrente do feixe e altas quantidades de material são 

removidos com altas correntes de feixe. Adicionalmente, é possível fazer um 

controle preciso pelo controle de pequenas áreas e correntes baixíssimas. Por 

exemplo, uma área retangular de 10 x 5 x 3 μm pode obtida por remoção do 

material em cerca de 10 minutos. Como a posição do feixe de íon é bem controlada, 

o fresamento pode ser usado para criar uma estrutura simples tal como um 
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quadrado ou buraco circular no material, mas também um modelo mais complexo 

como mostrado na Figura 3. 

 

Figura 3. Imagem MEV de uma nanoestrutura obtida pelo uso de um feixe de íons 

focados. O tempo necessário para a fabricação desta amostra foi de 8 minutos.103 

 Um feixe de íons focado (FIB) pode ser utilizado para fabricar estruturas em 

um fotorresiste ou diretamente em um substrato.104 Esta técnica pode modelar 

(modo fresamento) substratos através da remoção seletiva de material por 

bombardeamento de íons, ou criar estruturas através de um processo aditivo pela 

deposição de íons ou uma deposição localizada de vapor químico.105-107 Através 

desta técnica de litografia pode-se construir estruturas em um semicondutor (ou 

condutor) com resolução de 20 nm e com minúsculas dimensões laterais abaixo de 

5 nm.108 Devido a essas características o FIB tem sido aplicado na produção de 

arranjos de nanoburacos em filmes finos de metais nobres, como o ouro.43,109,110 

1.7.2. Otimização do arranjo de nanoburacos 

Conjuntos de nanoburacos periodicamente ordenados são excelentes 

candidatos para aplicação em sensores baseados em SPR, uma vez que eles 



44 

podem acoplar a luz incidente em plasmons de superfície, tornando desnecessário o 

uso de primas acoplados usados no sistema convencional de SPR. Trabalhos 

recentes mostraram a aplicação de biossensores que utilizam conjuntos de 

nanoburacos para explorar o efeito SPR, sendo observado um deslocamento no 

espectro de transmissão da luz visível após a imobilização de moléculas sobre ouro 

utilizando uma fonte de emissão com ampla banda de emissão e um 

espectrofotômetro.111 

As propriedades únicas desses buracos estão relacionadas à presença de 

SPs; eles são por sua vez muito mais dependentes de fatores geométricos do que 

das propriedades dos metais. Os fatores geométricos que influenciam as 

propriedades ópticas dos buracos são vários: simetria da estrutura, a relação da 

posição e forma dos buracos, área da abertura e assim por diante. Essas variáveis 

determinam a distribuição do campo eletromagnético sobre a superfície, a dinâmica 

de propagação das ondas de superfície e suas eficiências de espalhamento assim 

como o acoplamento da luz no plano de entrada e no plano de saída.112 Devido ao 

alto controle proporcionado pelo FIB durante a fabricação de nanoestruturas, 

algumas características dos arranjos podem ser manipuladas permitindo uma gama 

de variações passíveis de controle nos arranjos de nanoburacos. 

 

1) Profundidade dos buracos (ou espessura do filme metálico):  Se os filmes 

são muito finos, eles são transparentes a luz incidente e, portanto, a luz será 

transmitida mesmo sem a presença de buracos.113,114 Para substratos contendo 

nanoburacos é necessário que o filme metálico seja opticamente opaco, ou seja, 

a espessura do filme deve ser várias vezes a profundidade óptica do metal (skin 

depth); desta forma a luz não é transmitida através do filme onde não existe 
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nanoburacos. Normalmente, metais nobres apresentam profundidades ópticas 

da ordem de 20 nm para luz visível e por isso filmes com espessura de 100 nm 

são apropriados em sistemas quando a luz incidente tem comprimentos de onda 

na região do visível. Então, em tais espessuras de filmes, os modos de SP 

sobre cada lado de um filme de metal pode também interagir através dos 

buracos dando origem a novos modos de energia. Tal efeito é especialmente 

visível em arranjos de buracos e desaparecem quando a espessura do filme 

aumenta e os modos de cada lado são desconectados.115,116 

 

2) Periodicidade do arranjo: os arranjos de nanoburacos agem como filtros 

ajustáveis onde a energia da luz transmitida (pelo arranjo) pode ser selecionada 

através do controle da periodicidade dos buracos (distância entre centros de 

dois buracos localizados lado a lado, nas dimensões x e y). A Figura 4 mostra 

uma micrografia obtida por MEV e uma imagem de conjuntos de nanoburacos 

obtidos por FIB.  A letra “h ” mostra nanoburacos periodicamente ordenados, 

onde a periodicidade foi controlada de maneira a selecionar a energia da luz 

transmitida, que pode ser facilmente observada pelas cores da luz transmitida 

pelos arranjos. 
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Figura 4. Imagens MEV de dois conjuntos de nanoburacos, gerando as letras 

‘hν’. Quando esta estrutura é iluminada com luz branca, a cor transmitida é 

determinada pela periodicidade do arranjo. Neste caso as periodicidades 

escolhidas foram 550 nm e 450 nm e geraram as cores vermelha e verde, 

respectivamente.112 

3) Formato dos buracos: uma única abertura circular da Figura 5A tem um 

espectro de transmissão bem estreito, na forma de uma banda como mostrado 

na Figura 5B.117,118 Medidas similares podem ser feitas através de um buraco 

retangular (Figura 5C) quando o espectro torna-se sensível a polarização da luz 

incidente como pode ser visto em Figura 5D. O aparecimento de tais picos 

ressonantes pode ser entendido como a excitação das formas de SP nas bordas 

do buraco, um tipo conhecido como SP localizado que tem sido confirmado por 

estudos teóricos. Ajustando a polarização da luz incidente sobre o eixo menor ou 

maior do buraco retangular, pode-se selecionar a excitação do correspondente 

SP localizado. Trocar toda a frase por essa: Ajustando a polarização da luz 



47 

incidente sobre o eixo menor ou maior do buraco retangular pode-se selecionar a 

excitação do correspondente SP localizado, já que as formas de SP localizados 

são definidas pelas dimensões laterais da abertura (ou seja, os eixos maior e 

menor do buraco retangular).119 

 

Figura 5. Nanoburacos fabricados em filmes espessos de prata e iluminados 

com luz branca. (A) abertura circular e (B) espectro de transmissão através do 

buraco com diâmetro 270 nm em um filme de 200 nm de espessura. (C) 

abertura retangular e (D) espectro de transmissão em função do ângulo de 

polarização θ para os seguintes parâmetros geométricos: 210 nm X 310 nm, 

espessura do filme 700 nm.120 

4) Diâmetro dos buracos: A interação da luz com filmes metálicos contendo 

arranjos de buracos com diâmetros menores que o comprimento de onda da 

radiação incidente foi estudado no trabalho de Canpean e Astilean.121 Eles 

, 
, 
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mostraram o espectro de transmissão de um filme liso de ouro e filme de ouro 

contendo um arranjo de nanoburacos buracos com diâmetros de 180 e 280 nm. 

De acordo com o estudo a resposta óptica das nanoestruturas é identificada por 

características bem definidas do espectro, com a posição espectral dos picos 

altamente dependente do tamanho dos buracos. espectro de transmissão do 

filme de ouro liso de 40 nm de espessura exibe um pico em cerca de 500 nm 

(atribuído a luz transmitida pelo filme de ouro). O espectro de transmissão do 

filme contendo os buracos de diâmetro 280 nm exibe um máximo de 

transmissão em 564 nm com intensidade de transmissão de 36%, enquanto que 

no filme com buracos com 180 nm de diâmetro o máximo de transmissão 

observado foi em 553 nm e a intensidade de transmissão foi de 33% como 

mostrado na Figura 6. 

 

Figura 6. Espectro de transmissão normal de luz branca através do filme de 

ouro de 40 nm de espessura (A) liso e através do filme contendo um arranjos de 

buracos de (B) 180 nm e (C) 280 nm de diâmetro.121 
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1.7.3. Interferência de laser 

 A técnica de interferência de laser empregada na produção de SRGs se 

baseia na fotoisomerização de grupos azobenzenos presentes em grupos laterais 

de polímeros tais como (poly(4’-{[2-(acriloiloxi)tel]etil-amino}-4-nitroazobenzeno) 

(pDR1A)), cuja estrutura é apresentada na Figura 7. 

 

Figura 7. Estrutura molecular do azo polímero pDR1A. 

 Em um comprimento de onda específico é possível induzir uma mudança 

geométrica reversível em polímeros como o pDR1A, isto é, o polímero se rearranja 

da posição trans (mais estável) pra cis (menos estável) e vice-versa.122 Se um filme 

polimérico é irradiado por luz em comprimento de onda na qual o polímero com 

grupo “azo” absorve, a  fotoisomerização ocorre e isso promove uma alteração de 

volume (devido a uma mudança no volume molecular dos isômeros) no local onde a 

luz é incidida, produzindo então um perfil na superfície, diferente dos locais que não 

são irradiados pela luz (que não sofrem alteração do volume). Assim, a partir de um 

arranjo experimental como descrito na Figura 8, é possível produzir um perfil de 

interferência em um feixe de laser no qual apenas algumas regiões de um filme 

polimérico sofrem irradiação de luz. Isso permite desenhar/imprimir grades estáveis 
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na superfície do filme polimérico. O espaçamento entre as grades (periodicidade), 

assim como outras propriedades podem ser facilmente controladas.123 

 

Figura 8. Arranjo experimental utilizado para produzir um feixe de luz com perfil de 

interferência ajustável que proporciona a formação de grades a partir da 

fotoisomerização do grupo azobenzeno presentes em um polímero.122 

 O feixe de inscrição (ou impressão) é composto de um laser de argônio 

emitindo em 514 nm (comprimento de onda de absorção de um filme polimérico de 

pDR1A) com potência baixa para não destruir o polímero. O feixe de argônio tem 

uma porção direcionada para incidir diretamente na amostra e outra parte para 

incidir no espelho que se encontra em uma distância angular específica do porta-

amostra. A porção do feixe que colide com o espelho é refletida na direção da 

amostra e interage com o feixe direcionado diretamente à amostra promovendo a 

formação de um padrão de interferência que então incide na superfície da amostra. 

O ângulo de incidência (θ) do feixe pode ser ajustado com o intuito de mudar o perfil 

de interferência e, portanto, as propriedades das grades geradas na superfície do 
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filme polimérico. O comprimento de onda do laser de inscrição também tem 

influencia sobre a periodicidade das grades produzidas.123 A evolução de produção 

das grades é monitorada por um laser de HeNe emitindo em 633 nm (comprimento 

de onda que não é absorvida pelo filme polimérico) colocado quase paralelo ao feixe 

de inscrição. Isso é feito com base na mudança de índice de refração causada pela 

fotoisomerização sofrida pelo filme polimérico que altera o ângulo de refração da luz 

que atravessa o filme. A superfície em forma de grades nanométricas produzidas 

por essa técnica é então coberta por um filme metálico e pode então ser usadas 

para a geração de plasmons. 

1.7.4. Otimização das grades de relevo 

As propriedades dos SPs em grades de relevo também são dependentes de 

fatores geométricos e das propriedades dos metais. Um fator que 

comprovadamente influencia as condições de ressonância é a periodicidade das 

grades. Trabalhos reportados na literatura mostram que para grades sendo 

utilizadas no modo reflexão e varredura angular em comprimento de onda fixo, tem 

o ângulo de refletância da luz fortemente dependente da periodicidade das grades 

em situação de excitação de SPs.124 Na Figura 9 é apresentado essa dependência, 

sendo as grades de diferentes periodicidades imersas em dois diferentes índices de 

refração. 
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Figura 9. Refletividade de luz (em comprimento de onda fixo) incidindo sobre 

grades com quatro diferentes periodicidades (p=350, 700, 1100 e 1400 nm) imersas 

em dois diferentes índices de refração (na=1,32 e 1,37).124 

Devido ao controle da periodicidade proporcionado pela técnica de 

interferência de lasers na fabricação das grades é possível obter estudos de 

variações do espaçamento das grades também utilizando o modo de transmissão 

de luz. 

1.8. Sistema de microfluído 

A microfluídica é uma tecnologia emergente e relativamente nova que requer 

uma aproximação multidisciplinar envolvendo a interface da física, química, 

engenharia e bioquímica. Dispositivos microfluídicos geralmente consistem de 
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estruturas fabricadas em escala micrométrica e podem ser projetados para integrar 

sistemas como em sensores. Sistemas baseados em operação de microfluídos 

possuem vantagens como a redução em custo de reagentes devido a pequena 

quantidade de amostra usada, aumento da velocidade da análise, e apresenta 

potencial para produção em massa de dispositivos de baixo custo. Outros benefícios 

de sistemas baseados em microfluídos incluem separações biológicas, onde é 

obtido um alto rendimento através de processamento paralelo de múltiplas amostras 

realizadas em múltiplos caminhos fluídicos. 

Os dispositivos de microfluídos podem ser fabricados de uma variedade de 

materiais e técnicas. A tecnologia de fabricação em polidimetilsiloxano (PDMS), 

algumas vezes chamadas de soft litography, foi desenvolvida por Whitesides e cols. 

e tem sido amplamente adotada para a fabricação de diferentes redes de 

microfluídos.125-129 Um biossensor SPR, baseado em arranjos de nanoburacos, 

também pode incorporar um sistema microfluídico como mostrado 

esquematicamente na Figura 10. 
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Figura 10. (A) esquema e imagens de microscopia eletrônica de varredura 

ilustrando a arquitetura do chip de microfluído com arranjo de nanoburacos 

embutido e em (B) estrutura experimental usada para medir o efeito da transmissão 

óptica extraordinária (EOT). O filme metálico (depositado sobre um substrato de 

vidro) contendo arranjos de nanoburacos obtidos por FIB é exposto a solventes 

distribuídos utilizando o sistema de microfluídos.111 

 

A B 
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2. Objetivos 

 Estudar o efeito da periodicidade nos espectros de transmissão dos substratos 

baseados em arranjos de nanoburacos e grades de relevo; 

 Estudar a sensibilidade das amostras, baseados em arranjo de nanoburacos e 

grades de relevo, frente a soluções com diferentes índices de refração; 

 Estudar a influência da periodicidade dos arranjos de nanoburacos na 

sensibilidade do substrato; 

 Produzir um sistema microfluídico para acoplar com arranjos de nanoburacos; 

 Imobilizar estreptavidina via esquema cisteamina/biotina, sobre os arranjos de 

nanoburacos e estudar sua biossensibilidade; 

 Imobilizar albumina do soro bovino (BSA, bovine serum albumin), através de 

ácido 11-mercaptoundecanóico (MUA) ativado com grupos N-hidroxisuccinimida 

(NHS), sobre as grades de relevo e estudar sua biossensibilidade; 

 Imobilizar sobre substratos contendo arranjo de nanoburacos, previamente 

modificado com o sistema cisteamina/biotina/estreptavidina, os anticorpos (anti -

HER2) e o antígeno (HER2 ou mais comumente conhecida como p185), 

biomarcador do câncer de mama; 

 Aplicar o sistema microfluídico para promover análises em tempo real da 

interação anticorpo-antígeno no modo de detecção sanduíche; 
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3. Materiais e Métodos 

3.1. Materiais 

 Lâminas de vidros 2,5 x 2,5 x 0,1 cm cobertas com filmes de ouro de 100 nm 

de espessura (sendo usado como adesivo um filme de cromo de 5 nm de 

espessura), contendo arranjos nanoburacos de diferentes periodicidades 

 Lâminas de vidros 2,5 x 2,5 x 0,1 cm cobertas com uma camada de pDR1A 

formando grades de relevo de diferentes periodicidades. A camada de 

azopolímero é ainda coberta com filme de ouro de 100 nm de espessura. 

 Solução tampão de Fosfato (PBS), formada de NaCl 0,1370 mol/L (Sigma, 

99,5%); KCl 2,804x10-03 mol/L (Sigma-Aldrich, 99,0%); Na2HPO4 8,101x10-03 

mol/L (Sigma-Aldrich, 99%); KH2PO4 1,497x10-03 mol/L (Sigma, 98%).  

 Polidimetilsiloxano elastômero (PDMS) e agente de cura (Sylgard® 184). 

 Fotorresiste, SU-8® 50 (Microchem). 

 Revelador de SU-8® (Microchem). 

 Glicose (Sigma, 99,5%). 

 Dimetilsulfóxido (DMSO, Sigma-Aldrich, 99,9%).  

 N-hidroxisuccinimida (Aldrich, 97%). 

 N-etil-N-(3-dietilaminopropil) carbodiimida (EDC, Fluka, 99%). 

 

Preparação das monocamadas automontadas (SAMs) 

 Cisteamina (Aldrich, 95%). 

 Ácido 11-mercaptoundecanóico (Aldrich, 95%). 

 

Ligante 
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 Biotina N-hidroxisuccinamida éster (Biotina-NHS, Sigma, 98%). 

 

Proteínas 

 Estreptavidina, (Sigma, 65%). 

 Albumina de soro bovino (Sigma, 96%). 

 

Antígenos e anticorpos 

 Antígeno biomarcador do câncer de mama HER-2 (Invitrogen, 70%) 

 Anticorpo biotinilado biomarcador do câncer de mama HER-2 (Invitrogen, 

95%) 

 Anticorpo secundário biomarcador do câncer de mama HER-2 (Invitrogen, 

75 mg.mL-1) 
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3.2. Métodos 

3.2.1. Substrato contendo nanoburacos 

 Os arranjos de nanoburacos foram fabricados por feixe de íons focados 

(Focused Ion Beam, FIB) com um equipamento FEI 235 dual-beam, utilizando uma 

fonte de íons Gálio, e doados pela professora. Karen Kavanagh (Simon Fraser 

University, Victoria, Canadá). O diâmetro de cada nanoburaco foi de 200 nm e as 

periodicidades foram de 365 a 555 nm. Os substratos recebidos foram analisados 

por microscopia eletrônica de varredura (MEV, Shimadzu Superscan SSX-550). 

3.2.2. Grades de relevo 

Os filmes do azopolímero pDR1A foram depositados sobre lâminas de vidro 

por spinning. A grade de relevo foi obtida através de um padrão de interferência de 

dois lasers de argônio com potência de 80 mW/cm2. Um filme fino de ouro foi 

depositado sobre as grades, para possibilitar a geração dos plasmons de superfície. 

As grades de relevo foram fabricadas e doadas pelo Prof. Paul Rochon (Royal 

Military College of Canada, Ontario, Canadá). 

3.2.3. Cela de microfluído 

Como substratos foram utilizados placas de vidro comum (2,5 x 2,5 cm e 

1,0mm de espessura), que foram limpas com acetona e solução piranha 

H2SO4/H2O2 (1:3) de modo a remover todos os resíduos orgânicos e para promover 

uma melhor aderência do fotorresiste com o substrato. O recobrimento dos 

substratos com o material fotossensível (fotorresiste) foi feito usando um spin coater 

(Spincoating Systems, G3P–8). Para a fotogravação, uma fotomáscara desenhada 

através de um software apropriado e impressa em uma folha de politereftalato de 
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etileno (PET) foi alinhada com o substrato contendo o fotorresiste e o conjunto foi 

levado para o sistema de exposição à luz UV com auxilio de uma fotocolimadora 

(Tamarack Scientific, 2110CP). Para a revelação, mergulhou-se o substrato de vidro 

contendo o fotorresiste fotogravado em uma solução do Revelador SU-8® (solução a 

base de lactato de etila) com agitação magnética a temperatura ambiente, obtendo-

se assim a peça-mestre para confecção dos microcanais em uma peça de PDMS. 

Uma solução de PDMS foi então dispensada sobre o molde e o sistema foi levado 

para cura sobre chapas de aquecimento. Após a termo-cura do PDMS, a peça já no 

estado sólido e flexível, foi removida do molde criando-se assim o sistema de 

microcanais. A peça de PDMS criada de acordo com este procedimento apresentou 

espessura de aproximadamente 4,0 mm e microcanais com largura de 

aproximadamente 70 µm e espaçamento da ordem de 350 µm. Todo esquema de 

obtenção da peça de microfluídos está ilustrada na Figura 11. 
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Passo 1: exposição do fotorresiste 

(SU-8) usando luz UV que passa 

através de uma transparência na 

fotomâscara, com o desenho 

desejado 

 

 

Passo 2: o fotorresiste não exposto é 

dissolvido com, revelador apropriado, 

levando a um modelo positivo do 

desenho em um substrato. 

 

 

Passo 3: sobre o modelo positivo é 

colocado o polímero PDMS e levado 

para cura através de aquecimento. 

 

 

Passo 4: a remoção do molde leva a 

estrutura negativa, onde os canais 

estão presentes no PDMS. 

 

Figura 11. Esquema e descrição do método de obtenção dos microcanais por 

litografia soft. 

O fluxo de solução pelos canais foi executado por uma bomba de seringa 

(Harvard Apparatus, 11 Plus). A peça de PDMS contendo os microcanais, bem 

como o seu alinhamento sobre o substrato de ouro e o sistema final de microfluídos 

obtido está mostrado nas Figuras 12A, 12B e 12C, respectivamente. 
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Figura 12. (A) Peça de PDMS contendo os microcanais. (B) microcanais alinhados 

com o substrato contendo arranjos de nanoburacos. (C) Montagem final do sistema 

utilizando microfluídos integrado com substrato contendo arranjo de nanoburacos. 

3.2.4. Caracterização da sensibilidade do arranjo de nanoburacos e das grades de 

relevo frente a diferentes soluções de glicose 

 A caracterização da sensibilidade é feita com o objetivo de verificar se o 

substrato é sensível a mudanças de índice de refração sobre o metal, onde se 

encontram os SPs. Isso permitirá dizer se o substrato poderá ser usado para 

aplicação em biossensores, uma vez que uma elevada sensibilidade a mudanças de 

índice de refração próximo a superfície é requerida para detecção de biomoléculas. 

Além disso, esse parâmetro quantitativo permite efetuar comparações com outros 

substratos de mesma natureza. 

 Para as medidas de mudança do índice de refração foi acoplada ao sistema 

uma lâmpada de halogênio com ampla banda de emissão. A luz, direcionada 

através de uma fibra óptica, foi incidida perpendicularmente (normal) à superfície da 

amostra que continha o arranjo de nanoburacos, focalizando um arranjo por vez. 

Para isso utilizou-se uma lente objetiva de 50x acoplada a um microscópio (Meiji 

Techno, WD 7,5 mm) e uma lente com 10x de magnificação, para as grades de 
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relevo. A luz transmitida foi coletada pelo cabo de fibra óptica (Ocean Optics, P600-

2-UV-Vis) posicionado debaixo do arranjo de nanoburacos ou das grades de relevo. 

Este cabo ainda encontra-se acoplado a um espectrofotômetro UV-vis (Ocean 

Optics, USB2000) e assim, espectros de transmissão foram registrados e 

armazenados em um computador. Foram registrados espectros após a passagem, 

sobre o sensor (Figura 13), de diferentes soluções de glicose com índices de 

refração conhecidos. Os índices de refração das soluções foram medidos em 

refratômetro portátil digital (Atago, 3850 PAL-RI). Para fluir as soluções sobre os 

substratos foi utilizada uma célula de fluxo construída em teflon acoplada a uma 

bomba peristáltica (Milan, 202). 

 

Figura 13. Esquema utilizado para medidas de sensibilidade dos arranjos de 

nanoburacos frente às soluções de glicose de diferentes índices de refração. 
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 Para as grades de relevo foi utilizado um polarizador entre a amostra e a fibra 

óptica de modo que fossem coletados espectros de transmissão com luz 

s-polarizada. Uma luz s-polarizada tem o vetor campo elétrico direcionado 

perpendicularmente ao plano de incidência da luz (s vem da palavra alemã 

senkrecht, que significa perpendicular). Por outro lado a luz p-polarizada tem o vetor 

campo elétrico paralelo ao plano de incidência (p vem da palavra inglesa parallel, 

que significa paralelo). Para uma grade sem defeitos e com incidência normal 

espera-se ter o fenômeno SPR apenas com luz s-polarizada, uma vez que nesse 

estado de polarização percebe-se uma diminuição da intensidade da luz transmitida 

em relação à luz p-polarizada ou não-polarizada. Isso ocorre pois parte da luz 

acopla com os elétrons “livres” da superfície (origem dos SPs) e, em razão disso, a 

luz é absorvida (por acoplamento com os elétrons) na superfície do substrato 

plasmônico resultando em menor intensidade das bandas de transmissão quando a 

luz está s-polarizada. O arranjo experimental resultante é muito semelhante ao 

utilizado para os arranjos de nanoburacos e está representado na Figura 14. 
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Figura 14. Esquema utilizado para medidas de sensibilidade das grades de relevo, 

frente às soluções de glicose de diferentes índices de refração. 

3.2.5. Preparação da superfície do ouro com alcanotióis 

A superfície do ouro foi modificada com cisteamina e ácido 11-

mercaptoundecanóico segundo a metodologia abaixo: 

 

 Cisteamina: a amostra contendo o conjunto de buracos foi imersa em metanol e 

limpa em banho ultra-sônico por 5 minutos. A amostra foi então imersa na 

solução aquosa de cisteamina 0,06 mol.L-1 por 72 horas para que ocorra a 

organização da monocamada. A amostra foi retirada da solução e lavada com 

etanol e água destilada para remover as moléculas não adsorvidas. Após isso o 

espectro de transmissão foi registrado em PBS utilizando a célula de fluxo para a 

passagem do tampão sobre a amostra. 
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 Ácido 11-mercaptoundecanóico: a amostra contendo as grades de relevo foi 

imersa em metanol e limpa em banho ultra-sônico por 5 minutos. A amostra foi 

então imersa na solução 5 mmol/L de MUA, em etanol, por 24 horas para que 

ocorresse a formação da monocamada. Em seguida a amostra foi retirada da 

solução e lavada com etanol e água destilada para remover moléculas não 

imobilizadas. 

3.2.6. Preparação da camada ligante (linker) para imobilização de proteínas 

 A superfície do substrato preparada com cisteamina apresenta grupos amina 

orientados na superfície do metal. Esses grupos interagem covalentemente com os 

grupos éster de succinamida da biotina-NHS, permitindo que ela seja imobilizada na 

superfície. A biotina serve como linker para a imobilização da estreptavidina 

(proteína) via ligação bioespecífica. 

 

 Biotinilação da superfície: Inicialmente preparou-se uma solução contendo 12 mg 

de biotina (biotina-NHS) em 2,0 mL de DMSO. O substrato de ouro contendo a 

monocamada de cisteamina foi então usado na montagem da cela de 

microfluído. Em seguida a solução de biotina foi passada pelos microcanais 

utilizando uma bomba de seringa, por 45 minutos a uma velocidade de 

20 µL/min. Em seguida o sistema foi lavado com PBS (velocidade de 30 µL/min) 

e o espectro de transmissão foi registrado com canais preenchidos com o 

tampão. O sistema foi lavado com fluxo maior para que as moléculas não 

adsorvidas fossem retiradas com mais facilidade. 
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3.2.7. Imobilização de proteínas 

 Os seguintes procedimentos experimentais foram utilizados para imobilização 

de proteínas na superfície dos substratos: 

 

 Imobilização de estreptavidina: Inicialmente foi preparada uma solução contendo 

1,0 mg de estreptavidina em 4 mL de PBS. O substrato contendo o sistema 

cisteamina/biotina foi então usado na montagem da cela de microfluído. Então, a 

solução de estreptavidina foi passada pelos microcanais utilizando uma bomba 

de seringa, por 15 minutos a uma velocidade de 20 µL/min. Posteriormente o 

sistema foi lavado com PBS (velocidade de 30 µL/min) e o espectro de 

transmissão foi registrado. 

 

 Imobilização de BSA: O substrato preparado com MUA foi mergulhado em 

solução 1:1 de NHS/EDC 0,1 mol.L-1 por 3 horas e em seguida enxaguado 

abundantemente com água, seco com sopro de N2 e levado para registro do 

espectro de transmissão, em ar. O substrato contendo o sistema MUA/NHS/EDC 

foi então usado na montagem da cela de fluxo. Então uma solução 6,67 µmol.L -1 

de BSA em água foi passada pela amostra utilizando uma bomba peristáltica, 

por 95 minutos. Então a célula foi lavada com água, desmontada, e o substrato 

foi seco com sopro de N2 para registro do espectro de transmissão em ar. 

3.2.8. Imobilização de anticorpo biotinilado e detecção de antígeno p185 

Um novo substrato contendo um arranjo de nanoburacos (periodicidade de 

400 nm, diâmetro do buraco de 200 nm) teve sua sensibilidade caracterizada 

usando soluções de glicose de diferentes índices de refração (conforme 
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procedimento já descrito). Teve a superfície do ouro modificada com a monocamada 

de cisteamina, imobilização da camada de biotina, e finalmente da imobilização de 

estreptavidina de forma que se tornou apta para a imobilização do anticorpo 

biotinilado. Isto porque este tipo de anticorpo é conjugado com a molécula de biotina 

e, por isso, também pode ser imobilizado via ligação específica da parte biotinilada à 

estreptavidina previamente imobilizada. Então, a estratégia para detecção do 

antígeno p185 foi utilizar o modo de detecção sanduíche (Olhar Figura 2A). Para 

isso imobilizou-se o anti-HER-2 biotinilado (anticorpo que reage especificamente 

com o antígeno HER-2) na superfície do ouro via interação específica com a 

estreptavidina previamente imobilizada. Uma solução de 50 µL/mL em PBS, de anti-

HER-2 biotinilado foi preparada e passada, utilizando o sistema microfluídico, sobre 

o sensor em uma velocidade lenta de 10 µL/min para que não houvesse muita 

turbulência e a interação entre o anticorpo e estreptavidina ocorresse de maneira 

efetiva. Após a passagem de 0,5 mL de solução, a mesma foi incubada sobre a 

superfície do ouro por 2 horas. Então o sistema foi lavado com PBS (velocidade de 

30 µL/min por 30 minutos) para remover as moléculas não-ligadas e o espectro de 

transmissão foi registrado. Uma solução de BSA (100 µg/mL) foi injetada sobre a 

superfície do ouro a uma taxa de 20 µL/min por um período de 2 horas, após a 

imobilização do anticorpo. Isto é necessário para que sítios de ligações não 

específicas sejam bloqueados.  

Na próxima etapa, o antígeno p185 (ou proteína HER-2) foi passado sobre a 

superfície do substrato que já continha os anticorpos imobilizados. As moléculas do 

antígeno se ligam aos anticorpos promovendo uma mudança do índice de refração 

na região dos SPs e, conseqüentemente, ocorre um deslocamento das bandas do 

espectro de transmissão. Diante disso, uma solução de 30 ng/mL, em PBS, do 
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antígeno p185 foi preparada. Utilizando o sistema microfluídico a solução foi 

passada sobre a amostra a uma taxa de 10 µL/min até a passagem de 0,5 mL de 

solução. Então o sistema foi deixado em repouso sobre o ouro por 30 minutos (para 

que as reações bioquímicas se completassem). Após isso, o sistema foi lavado com 

PBS (velocidade de 30 µL/min por 30 min) e o espectro de transmissão foi 

novamente registrado. 

Finalmente, foi utilizado um segundo anticorpo não-biotinilado que reage 

especificamente com o antígeno p185. Para isso foi preparada uma solução de 

50 µg/mL do anti-HER-2 secundário em PBS. Esta solução foi passada sobre a 

superfície do substrato (previamente modificado com o anticorpo primário e pelo 

antígeno p185) a uma velocidade de 10 µL/mL por um período de 40 min. Então a 

solução foi deixada incubar por 30 min. Após isso o sistema foi lavado com PBS 

(velocidade de 30 µL/min por 30 min) e o espectro de transmissão foi registrado. 
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4. Resultados e Discussões 

4.1. Caracterização dos substratos não-modificados 

O substrato de nanoburacos utilizado para obtenção dos resultados que 

serão mostrados a seguir apresenta arranjos distribuídos conforme esquema 

mostrado no upperset da Figura 15. 

 

 

Figura 15. Upperset: representação esquemática dos arranjos de nanoburacos 

(200 nm de diâmetro) no substrato com periodicidades de 365, 375, 385, 395, 405, 

415, 425, 435, 445 e 455 nm, percorrendo os arranjos “A” para “J”, respectivamente. 

A e B são imagens obtidas por MEV, de um arranjo quadrado de nanoburacos com 

periodicidade de 455 nm em ampliações de (A) 2.000x e (B) 20.000x.  

 Os arranjos foram identificados por letras de “A” à “J. Todos os arranjos são 

quadrados, tendo dimensões de 16x16 µm, buracos com profundidade de 100 nm 

(espessura do filme de ouro), diâmetro de 200 nm e se diferenciam apenas quanto à 

periodicidade (distância entre os centros de dois buracos vizinhos). A periodicidade 

aumenta do arranjo “A” ao “J”, isto é, a distância entre os buracos é menor no 

arranjo “A” e aumenta, à medida que se percorre os arranjos em direção a “J”.  

365 375 385 395 405 415 425 435 445 455 
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 Nas Figuras 16A e 16B são apresentadas imagens, obtidas por MEV, de uma 

amostra de grades de relevo em diferentes ampliações. Duas amostras SRG foram 

utilizadas neste trabalho, sendo fabricadas por toda a superfície de uma placa de 

vidro quadrada de 2,5x2,5 cm. As grades de azopolímeros recobertas com filme de 

ouro possuem 120 nm de profundidade e periodicidades de 400 e 410 nm. 

 

Figura 16. Imagens obtidas por MEV de uma SRG em filme de azopolímero 

recoberta com filme de ouro com periodicidade de 400 nm, em ampliações de (A) 

2.000x e (B) 10.000x. 

4.2. Efeito da periodicidade 

 O primeiro efeito estudado foi quanto à influência da mudança da 

periodicidade nos espectros de transmissão dos arranjos de nanoburacos e SRGs. 

Na Figura 17A é mostrado o espectro de transmissão obtido para os arranjos de 

nanoburacos, imersos em água, com periodicidades que variam entre 365 e 

455 nm. Para o registro dos espectros de transmissão foi utilizada a configuração 

experimental mostrada na Figura 13. É possível verificar a presença de duas 

bandas plasmônicas, sendo a primeira situada na região de 580 nm (banda 1) e a 

segunda na região de 680 nm (banda 2). Essas bandas aparecem normalizadas na 

Figura 17B. Podemos observar que as bandas se deslocaram para o vermelho 

A B
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(maiores comprimentos de onda) em função do aumento da periodicidade dos 

arranjos. Isto é um comportamento esperado, uma vez que o comprimento de onda 

de uma banda plâsmonica é diretamente proporcional à periodicidade de um arranjo 

quadrado de nanoburacos, como pode ser evidenciado através da Equação 3. Onde 

a0 é a periodicidade do arranjo de nanoburacos, i e j são números inteiros que 

representam o modo plasmônico e εd e εm são as constantes dielétricas do meio 

isolante (dielétrico) e do metal, respectivamente.130 

dm

dm

máx

j
22

0

)(

i

a
  (Equação 3) 

Um acréscimo de 90 nm na periodicidade, do primeiro para o último arranjo, 

promoveu um deslocamento total de 43,0 nm para a banda 1 e de 90,6 nm para a 

banda 2.  
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Figura 17. (A) Espectros de transmissão normal de luz branca para os arranjos de 

nanoburacos imersos em água em função da periodicidade dos arranjos. (B) 

Ampliação das bandas 1 e 2 normalizadas. 

 O mesmo estudo foi feito para as SRGs e para isso utilizou-se o esquema 

experimental descrito na Figura 14. O espectro de transmissão para as duas 
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amostras de SRG utilizadas está apresentado na Figura 18A. Os espectros foram 

obtidos em ar e com incidência de luz s-polarizada. Também foram verificadas duas 

bandas plasmônicas para os substratos de grades de relevo. A primeira banda se 

encontra na região de 600 nm (banda 1) e a segunda encontra-se na região de 

680 nm (banda 2). Do mesmo modo que foi observado para os substratos contendo 

os arranjos de nanoburacos, as bandas, como esperado, se deslocaram para o 

vermelho ao passo que as periodicidades das grades aumentaram. Um 

deslocamento de 14,3 nm foi verificado para a banda 1 e de 15,3 nm para a 

banda 2. Estes deslocamentos são mais bem visualizados através das figuras 

inseridas, Figuras 18B (bandas 1 e 2 normalizadas). 

Quando há uma incidência de luz sobre um filme metálico fino contendo 

nanoestruturas, como as mostradas neste trabalho, vários modos de SPs podem ser 

excitados na superfície do metal. Cada modo resulta em uma banda específica no 

espectro da luz transmitida e esses modos apresentam diferentes sensibilidades 

espectrais (S=Δλ/Δn, onde λ é o comprimento de onda, n é o índice de refração do 

meio em contato com o metal e S é a sensibilidade espectral). Para um sensor SPR 

baseado em um arranjo de nanoburacos 2-D em coordenadas cartesianas, os 

modos de SPs excitados são representados por dois números inteiros (i,j), sendo 

que a soma do quadrado destes dois números inteiros (i2 + j2) representa a ordem 

de cada modo SP. A sensibilidade espectral desses modos diminui com o aumento 

da ordem do modo SP, como pode ser mostrado através da Equação 4. 

2

2

2

22

0

nji

a

n
S   (Equação 4) 
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Isto quer dizer que os modos SPs de ordens menores são mais sensíveis do que os 

de ordens maiores.131 

 Para ambos os substratos a banda 2 apresentou maior sensibilidade do que a 

banda 1 frente a mudanças na periodicidade das nanoestruturas. Esta diferença de 

sensibilidade é muito mais evidente para os substratos contendo arranjos de 

nanoburacos, onde o deslocamento do espectro (devido a variação de 

periodicidade) para banda 2 foi mais que o dobro do deslocamento obtido para a 

banda 1. A explicação para essa sensibilidade maior da banda 2 é que 

possivelmente ela deva representar um modo de SP de ordem menor que o modo 

representado pela banda 1 (sabendo que bandas com valores de i2 + j2 menores 

são as mais sensíveis, como explicado acima tendo como base a Equação 3). Por 

esse motivo, sugere-se que da mesma forma que a banda 2 apresenta maior 

sensibilidade espectral que a banda 1, ela também apresente maior sensibilidade 

com relação a variação da periodicidade dos arranjos. 
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Figura 18. (A) Espectros de transmissão normal de luz branca s-polarizada para os 

substratos SRG com periodicidade de 400 e 410 nm e profundidade de 120 nm. (B) 

Ampliação das bandas 1 e 2 normalizadas. 

4.3. Sensibilidade em função do índice de refração 

Este ensaio foi feito no intuito de testar a capacidade do substrato em ter sua 

onda plasmônica perturbada ou não em função de alterações físicas na superfície 

do metal. Caso não haja uma alteração significativa o substrato não possui potencial 

para aplicação em sensores baseados em SPR. Para verificar a sensibilidade dos 

substratos frente às alterações no índice de refração, promoveu-se o fluxo de 

soluções de glicose de diferentes concentrações sobre os substratos utilizando uma 

cela de fluxo, e então se registrou o espectro de transmissão para cada solução. Na 

Figura 19A são mostrados os espectros de transmissão para o arranjo “J” (455 nm 

de periodicidade). Do mesmo modo, a Figura 20A e 20C apresenta os espectros de 

transmissão para as SRGs utilizadas. Foram observados deslocamentos para a 
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região do vermelho e isso é um comportamento esperado para substratos contendo 

nanoestruturas.132,133 O máximo das bandas de transmissão (para cada substrato), 

em função do índice de refração, é então plotado e a inclinação da curva resultante 

é definida como a sensibilidade dos substratos.131 As Figuras 19B, 20B e 20D 

apresentam os gráficos usados para determinação da sensibilidade do arranjo de 

nanoburacos “J” (periodicidade de 455 nm) e das SRGs. Os destaques nestas 

figuras são as respectivas bandas plasmônicas normalizadas. 
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Figura 19. (A) Espectros de transmissão normal de luz branca em função do índice 

de refração para o arranjo de nanoburacos ”J” com periodicidade de 455 nm. (B) 

Curvas de deslocamento dos comprimentos de onda das bandas de transmissão 

(λmáximos) em função do índice de refração, para bandas 1 e 2. Em destaque são 

mostradas ampliações da região de interesse dos respectivos espectros, 

normalizados. 
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Figura 20. (A) e (C) Espectros de transmissão normal de luz branca em função do 

índice de refração para as SRGs de diferentes periodicidades (400 e 410 nm, 

respectivamente) e profundidade de 120 nm. (B) e (D) Curvas de deslocamento dos 

comprimentos de onda das bandas de transmissão (λmáximos) em função do índice de 

refração, para bandas 1 e 2. Em destaque são apresentadas ampliações da região 

de interesse dos respectivos espectros, normalizadas. 

 Analisando as Figuras 19 e 20 foi possível verificar que o arranjo de 

nanoburacos “J” apresenta uma sensibilidade superior àquela obtida para as SRGs. 

Para o arranjo de nanoburacos o valor da sensibilidade foi de 258,9 nm/UIR para a 

banda 1 e 462,7 nm/UIR para a banda 2, enquanto que para as SRGs com 

periodicidade de 400 nm e 410 nm foram obtidos valores de sensibilidade iguais a 

163,8 nm/UIR e 89,6 nm/UIR para a banda 1 e 198,1 nm/UIR e 107,1 nm/UIR para a 
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banda 2, respectivamente. A sensibilidade obtida para os arranjos de nanoburacos é 

semelhante à de outros substratos reportados na literatura.134,135 Para as grades de 

relevo, os resultados são comparáveis a de outros dispositivos de mesma natureza. 

Dados reportados na literatura mostram que a sensibilidade de substratos SPR 

baseados em grades de relevo varia entre 300 e 630 nm/UIR, dependendo do 

comprimento de onda utilizado para a análise.133 Outro sensor baseado em grades 

de relevo mostrado na literatura apresentou sensibilidade de 600 nm/UIR 

trabalhando no modo transmissão (mesmo arranjo experimental utilizado neste 

trabalho) e luz p-polarizada, mas sem incidência de luz normal à superfície do 

substrato onde é avaliada também a influência do ângulo de incidência de luz sobre 

as grades.136  

Apesar do substrato contendo os arranjos de nanoburacos ser mais sensível, 

a sua fabricação é bastante onerosa. Para obtê-los são necessários equipamentos 

de alto custo (inclusive de operação), como é o caso do FIB. Por outro lado, as 

grades de relevo são obtidas por métodos mais simples (interferência de lasers), de 

forma que o custo de produção é reduzido e, por isso, se torna uma excelente 

alternativa de substrato plasmônico. 

Notou-se ainda que a maior parte das bandas plasmônicas apresentadas 

pelos substratos nanoestruturados se ajustou bem a um comportamento linear, haja 

visto valores de R2 próximos a 1. Isto é favorável para aplicação em sensores, uma 

vez que uma resposta diretamente proporcional a quantidade do analito é mais 

vantajosa. 

Verificou-se também que, para ambas as amostras, a banda 2 é mais 

sensível que a banda 1, com relação à variação de índices de refração na superfície 

das nanoestruturas (como já verificado a banda 2 tem maior sensibilidade também 
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com relação a variação de periodicidade). Como já mencionado, quando há uma 

incidência de luz sobre um filme metálico fino contendo nanoestruturas, como as 

mostradas neste trabalho, vários modos SPs podem ser excitados na superfície do 

metal. Cada modo resulta em uma banda específica no espectro da luz transmitida 

e esses modos apresentam diferentes sensibilidades espectrais (S). Para um sensor 

SPR baseado em um arranjo de nanoburacos 2-D os modos SPs excitados são 

representados por dois números inteiros (i,j), sendo estes a ordem de cada modo de 

SP. A sensibilidade espectral desses modos diminui com o aumento da ordem 

(Equação 4). Isto quer dizer que os modos SPs de ordens menores (modos cuja 

soma i2 + j2 apresenta valores menores) são mais sensíveis do que os de maiores 

ordens.131 Dessa forma, por ter maior sensibilidade espectral, possivelmente a 

banda 2 representa um modo de SPs de ordem menor, para os substratos utilizados 

neste trabalho. 

Outro estudo feito aqui foi verificar a influência da periodicidade na 

sensibilidade dos arranjos de nanoburacos. A Figura 21 apresenta a sensibilidade 

em função dos arranjos de diferentes periodicidades. A periodicidade aumenta de 

365 até 455 nm. É possível notar que a sensibilidade dos arranjos se torna maior, 

para as bandas 1 e 2, com o aumento da distância entre os buracos do arranjo. 

Desta forma, temos o arranjo de periodicidade de 455 nm como o mais sensível 

dentre os arranjos da amostra. Dados reportados na literatura revelam que a 

sensibilidade das bandas é dependente da periodicidade de um sensor SPR 

baseado em um arranjo de nanoburacos e que esta é diretamente proporcional ao 

período do arranjo.131 Por isso, os resultados aqui obtidos estão em perfeito acordo 

com a teoria. 
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Figura 21. Sensibilidades teóricas e experimentais em função da periodicidade dos 

arranjos, para as bandas 1 e 2. As periodicidades dos arranjos são 365, 375, 385, 

395, 405, 415, 425, 435, 445 e 455 nm. 

 As bandas de transmissão 1 e 2 obtidas para os arranjos de nanoburacos 

representam os modos (2,0) e (1,0) respectivamente, obtidas a partir da Equação 3. 

Isto corrobora com o fato de a banda 2 ser mais sensível que a banda 1, como já 

mencionado (modo mais baixo). Vale comentar que a sensibilidade teórica foi obtida 

utilizando a Equação 4 e que constante dielétrica do ouro é um número complexo na 

forma de εm=ε1+iε2. As partes real e imaginária (valores de ε1 e ε2) são fortemente 

dependentes do comprimento de onda das bandas.137 Assim os valores para ε1 e ε2 

foram obtidos a partir do gráfico que os relaciona com o comprimento de onda, 

conforme Figura 22. 
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Figura 22. Partes imaginária (ε2) e real (ε1) da função dielétrica complexa do ouro 

em função do comprimento de onda.137 

 Assim, para os comprimentos de onda dos máximos de transmissão das 

bandas (modos (2,0) e (1,0)) em cada arranjo foram obtidos um valor específico de 

εm, que então foram utilizados para o cálculo da sensibilidade. Os valores de n 

usados no cálculo foram àqueles referentes a cada solução de glicose utilizada para 

a obtenção das sensibilidades experimentais (1,3322, 1,3344, 1,3382, 1,3456, 

1,3505, 1,3531, 1,3631, 13705, 1,3781 e 1,3831). A previsão teórica de 

sensibilidade das bandas 1 e 2 estão também apresentadas na Figura 21 para cada 

arranjo de periodicidades distintas (365, 375, 385, 395, 405, 415, 425, 435, 445 e 
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455 nm). É possível perceber que o comportamento experimental realmente segue 

a mesma tendência teórica. Contudo uma simples previsão analítica não se adapta 

perfeitamente com os resultados experimentais. Isto ocorre pois a Equação 4 pode 

ser tomada como uma aproximação em termos de previsão da ressonância dos 

SPs. Outros efeitos, tais como a forma do buraco e rugosidade não são levados em 

conta pela equação analítica. Contudo, a mesma tendência é observada entre os 

valores de sensibilidade experimental e teórica e a Equação 4 captura 

qualitativamente bem a tendência experimental, ou seja, maiores periodicidades dos 

arranjos resultam em maiores sensibilidades. 

4.4. Imobilização de biomoléculas - biossensibilidade 

Após a determinação da sensibilidade, a superfície de ouro das amostras foi 

modificada com biomoléculas, para que pudesse ser feito o estudo da influência 

delas nos SPs. Esse trabalho foi feito utilizando o sistema de microfluídos (para 

amostras contendo o arranjo de nanoburacos) e uma célula de fluxo (para as que 

continham grades de relevo). 

O metal normalmente empregado como transdutor em sensores SPR é o 

ouro que, devido a sua propriedade inerte, pode ser utilizado em processos 

eletroquímicos. Em geral, as estratégias conhecidas para imobilização de 

biomoléculas sobre superfícies de ouro são baseadas nas fortes ligações químicas 

entre os grupos tiol (SH ou SS) com o ouro.138 

Os métodos de formação de monocamadas auto montadas (SAMs) baseados 

em vários derivados tióis têm sido aplicados para a biotinilação de superfícies de 

ouro. Entre estes métodos, a modificação pode ser feita imobilizando monocamadas 

de cisteamina ou ácido 11-mercaptoundecanóico sobre a superfície do sensor.139 A 
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modificação da superfície do metal com esses alcanotióis leva a formação de 

SAMSs de moléculas na superfície do ouro, com grupos funcionais livres na 

superfície do substrato metálico. Esses grupos permitem a formação de interações 

com grupos de outras biomoléculas como a biotina e/ou proteínas, de modo que 

essas também sejam adsorvidas na superfície, de modo organizado. Dependendo 

da proteína a ser imobilizada na superfície, um ou outro alcanotiol deve ser 

selecionado para possibilitar a reação da proteína de interesse, isto é, gerando 

sítios reativos para que a molécula protéica possa interagir. 

 Nos substratos contendo arranjos de nanoburacos a modificação da 

superfície foi executada utilizando o esquema cisteamina 

(alcanotiol)/biotina/estreptavidina. A biotina interage através do grupo éster 

succinamida com aminas primárias presentes na monocamada previamente 

imobilizada (reação apresentada na Figura 23). A biotina atua como linker para 

possibilitar a imobilização de estreptavidina. 

 
Figura 23. Reação de acoplamento via amina entre biotina-NHS e grupos aminas 

primárias da cisteamina.  

Essa estratégia foi escolhida pois a biossensibilidade dos sensores é 

determinada em função da perturbação provocada na onda plasmônica quando 

ocorre interação (ligação química) com biomoléculas e para sua caracterização 

provocamos a modificação da superfície com uma biomolécula conhecida, a 
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estreptavidina, de modo a simular uma situação real. Nesse sentido, o substrato de 

ouro com a superfície modificada com o sistema cisteamina/biotina (FIGURA 23), foi 

utilizada para imobilizar a biomolécula protéica estreptavidina, via interação 

bioespecífica com a biotina. Esta proteína foi escolhida por apresentar uma grande 

afinidade por moléculas de biotina (é uma das interações não-covalentes mais fortes 

conhecidas até então), sendo um sistema que imita uma interação real entre um 

anticorpo e antígeno que também apresenta alta bioespecificidade. Após esse 

procedimento de modificação a superfície do substrato ficou conforme mostrado na 

Figura 24.  

Figura 24. Esquema da estratégia de ligação entre biotina e estreptavidina. 

Com base nisso foram obtidos espectros de transmissão dos arranjos 

imersos em PBS, após cada etapa de modificação. Um deslocamento para o 

vermelho da banda de transmissão é esperado à medida que camadas de 

moléculas vão sendo imobilizadas sobre a superfície do arranjo, uma vez que o 

índice de refração imediatamente sobre o substrato também é alterado devido à 

presença dessas moléculas. Os espectros para as bandas de transmissão 

normalizados obtidos para o arranjo de periodicidade de 455 nm estão mostrados 

na Figura 25. Como já mencionado, este arranjo foi o mais sensível dentre aqueles 
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estudados aqui e por esse motivo apresentamos somente os resultados para este 

arranjo, embora o comportamento para os demais arranjos tenha sido semelhante. 
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Figura 25. Regiões ampliadas dos espectros normalizados das bandas de 

transmissão para cada etapa de modificação para um arranjo de nanoburacos de 

455 nm de periodicidade. 

 Além de maior sensibilidade do bulk, outro parâmetro importante que 

caracteriza o desempenho de um biossensor SPR é a resolução, a qual 

corresponde ao mínimo de variação de índice de refração que pode ser detectada e 

isto está relacionado com o limite de detecção do sistema.131 Assim, quanto menor a 

resolução, melhores resultados serão obtidos com o sensor. Considerando que o 

deslocamento do comprimento de onda (devido à variação de índice de refração na 

superfície do sensor) em nosso sistema é medido com precisão de 0,1 nm, então a 

resolução para a banda 1 e 2 é aproximadamente 4x10-4 e 2x10-4 UIR. Assim, 

apesar da banda 2 ter maior sensibilidade em relação ao bulk (relativamente 

grandes variações de índices de refração) e maior resolução do que a banda 1 



87 

(462,7 nm/UIR e 2x10-4 UIR contra 258,9 nm/UIR e 2x10-4 UIR), os maiores 

deslocamentos foram obtidos para banda 1 em testes com biomoléculas onde são 

envolvidas pequenas variações de índice de refração devidas à adsorção de 

biomoléculas. Isto ocorre pois o desempenho de um biossensor SPR depende ainda 

da intensidade e da largura do sinal a meia altura (FWHM, do inglês full width at half 

maximum) da banda no espectro de transmissão, uma vez que eles podem afetar a 

razão sinal/ruído das medidas. A banda 1 tem intensidade de luz transmitida 56% 

maior e um valor de FWHM 64% menor (ver Figura 19A), que gera vantagens 

adicionais com relação a sinal/ruído apresentado pela banda 1 em relação a banda 

2 e a torna a melhor escolha para análise nos testes de biossensibilidade. Além 

disso, a banda 2 (maiores comprimentos de onda) se estende para mais longe da 

superfície do que a banda 1 (menores comprimentos de onda), isto é, ela penetra 

mais no meio dielétrico.6 Isto diminui sua sensibilidade na superfície onde as 

biomoléculas encontram-se adsorvidas. Com base nisso é possível verificar que 

somente a resolução e sensibilidade do bulk não podem ser considerados como 

únicos indicadores para análise do desempenho de um banda plasmônica. 

  Após a modificação com biotina foi verificado um deslocamento para o 

vermelho de ca. 1,0 nm da banda 1, em relação a modificação com a camada prévia 

de cisteamina. Em seguida foi observado um deslocamento de 1,2 nm para a 

mesma banda após a adsorção de estreptavidina na superfície do sensor via 

interação com a biotina (Figura 26). No total, foi observado um deslocamento de 

2,2 nm após a imobilização de biomoléculas na superfície do sensor. 
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Figura 26. Deslocamentos obtidas para a banda 1 (Figura 25) observadas após 

cada etapa de modificação da superfície do ouro contendo arranjos de nanoburacos 

(455 nm de periodicidade) 

 Outro procedimento que pode ser usado para testar a biossensibilidade de 

sensores SPR consiste na preparação da superfície do ouro com MUA ao invés de 

cisteamina, seguida de imobilização de BSA (biomolécula protéica). O MUA é uma 

escolha conveniente para imobilização covalente de proteínas usando um método 

de acoplamento via amina.140 Mas para permitir a imobilização covalente de 

proteínas a monocamada de MUA deve ser ativada. O MUA apresenta grupos 

ácidos carboxílicos orientados na superfície do substrato quando imobilizado na 

superfície do ouro e para que seja possível imobilizar proteínas nesta monocamada 

os grupos ácidos devem ser modificados utilizando uma mistura de NHS/EDC. Esta 

reação resulta na formação de ésteres succinamidas reativos na superfície, a qual 

pode combinar com grupos aminas primárias de uma molécula de proteína (como o 

BSA) e formar uma ligação peptídica com a camada de MUA na superfície. Neste 
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caso não é necessária a etapa de biotinilação, uma vez que o BSA (proteína) 

interage diretamente com a monocamada de MUA ativada, sem a necessidade do 

linker. O esquema de ativação da monocamada de MUA, a fim de produzir sítios 

ativos para ligação com aminas presentes no BSA, está descrito na Figura 27. 

 

Figura 27. Esquema de ativação do grupo carboxílico do MUA usando EDC/NHS e 

acoplamento da molécula de BSA. 

Para os testes de biossensibilidade nas grades de relevo a superfície do 

substrato foi modificada com MUA/BSA. Um novo substrato contendo grades com 

periodicidade de 410 nm e profundidade de 120 nm foi utilizado (apesar de ter 

menor sensibilidade que as grades com periodicidade de 400 nm como mostrado na 

Figura 20, esta precisou ser utilizada pois a grade mais sensível sofreu danos 

irreparáveis enquanto era manipulada no laboratório). Os espectros de transmissão, 

em solução aquosa, foram obtidos após cada etapa da modificação e são 

mostrados na Figura 28. Duas bandas foram obtidas neste espectro, uma na região 

de 590 nm (banda 1) e outra em ca. 660 nm (banda 2). Um deslocamento para o 

vermelho do máximo das bandas de transmissão foi observado após modificação 

com BSA. Os comprimentos de onda no máximo das bandas 1 e 2 em função das 

etapas de modificação estão apresentados nas Figuras 28A e 28B, 

respectivamente. São apresentadas ainda, as bandas de transmissão normalizadas 
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de luz s-polarizada como destaques nessas figuras, evidenciando os deslocamentos 

sofridos pelas bandas quando o BSA foi adsorvido na superfície do substrato 

previamente modificado com MUA e ativado com grupos NHS.  

 

 

Figura 28. Espectros de transmissão normal de luz s-polarizada para a SRG com 

periodicidade de 410 nm e profundidade 120 nm após a modificação da superfície 

com MUA/BSA. 
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Figura 29. Deslocamento dos máximos de transmissão normal em função das 

etapas de modificação da superfície para (A) banda 1 e (B) banda 2 apresentadas 

na Figura 28. Em destaque (inset): regiões ampliadas dos espectros de transmissão 

normal de luz s-polarizada (Figura 27) para cada etapa de modificação, 

normalizadas. 

A 

B 
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 Analisando a Figura 29, verifica-se um deslocamento de ca. 7,5 nm para a 

banda 1 e de ca. 5,6 nm para a banda 2. Para esse substrato a sensibilidade em 

ralação ao bulk para a banda 2 (107,1 nm/UIR) foi maior que aquela obtida para a 

banda 1 (89,6 nm/UIR), como mostrado na Figura 20. Contudo a regressão linear 

para a sensibilidade da banda 2 apresenta um valor de R2=0,754, um valor muito 

baixo que indica que um modelo linear não é o mais adequado para descrever o 

comprimento de onda dessa banda com relação ao índice de refração. Por esse 

motivo esse valor de sensibilidade não é confiável e a banda 1 deve ser a melhor 

escolha para análise em teste de biossensibilidade. As bandas obtidas são estreitas 

e apresentaram deslocamentos próximos a de sensores baseados em arranjos de 

nanoburacos com superfície modificada com BSA e até mesmo de outros sensores 

baseados em grades de difração metálica.133,136 

4.5. Imobilização de anticorpos e detecção do antígeno p185 

 O oncogene HER-2/Neu (human epidermal growth factor receptor 2) é um 

gene humano (relacionado com aparecimento de tumores e por isso chamado de 

oncogene) que codifica uma glicoproteína de massa molecular de 185.000 Da 

conhecida como p185 (ou proteína HER-2/Neu), a qual contém 1255 resíduos de 

aminoácidos.141 A amplificação do gene HER-2 tem sido observado devido a 

processos mutagênicos que leva a superexpressão (overexpression) da proteína 

HER-2 (ou p185).142 Embora o gene esteja presente em células sadias,143 a 

observação da superexpressão da proteína tem levado ao uso da p185, ou seus 

fragmentos, como analitos marcadores para detecção precoce de câncer de mama 

(um dos tipos de câncer mais incidentes entre as mulheres segundo o 

INCA).144,145Alguns estudos clínicos têm relacionado as mudanças na manifestação 
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do gene HER-2 a muitos cânceres humanos, mais notavelmente nos cânceres de 

mama, ovário e gástricos.146 Mais recentemente, estudos têm sugerido o 

envolvimento do gene HER-2/Neu ao câncer humano de próstata também.147 Mas o 

interesse maior é na ocorrência do HER-2 como um marcador tumoral para 

carcinomas de mama agressivos e resistentes a tratamentos.O arranjo utilizado no 

estudo de detecção do antígeno p185 foi o de periodicidade 400 nm, contendo 

nanoburacos com 200 nm de diâmetro em um arranjo quadrado de 16 x 16 µm. Os 

espectros de transmissão obtidos para esse arranjo, imerso de soluções de glicose 

com diferentes índices de refração, está mostrado na Figura 30. Foi observada a 

presença de duas bandas plasmônicas (banda 1 e 2), que é o comportamento 

verificado para os outros arranjos já descritos neste trabalho. Observa-se que a 

banda 2 é bem mais intensa e sensível que a banda 1 (comportamento semelhante 

aos dos arranjos já estudados).  

 

Figura 30. Espectros de transmissão normal de luz branca em função do índice de 

refração para o arranjo de periodicidade de 400 nm. 
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A partir destes espectros obteve-se a curva de calibração (Figura 31), para a 

banda 2 que é a mais sensível, de onde foi possível obter a sensibilidade a partir da 

inclinação da curva. Em destaque na Figura 31 é mostrada a banda 2 normalizada e 

ampliada. O resultado da sensibilidade obtida foi de 304,5 nm/UIR (a banda 1 teve 

sensibilidade de apenas 147,8 nm/UIR), com bom comportamento linear visto o 

elevado valor de R2=0,99758. Esse valor de sensibilidade foi semelhante àqueles 

obtidos para os arranjos de nanoburacos já analisados neste trabalho e, portanto, 

um arranjo com potencial para detectar a presença de biomoléculas. 

 

Figura 31. Deslocamento do λmáximo de transmissão normal para a banda 2 da 

Figura 30 em função do índice de refração, obtidos para o arranjo de nanoburacos 

com periodicidade de 400 nm. Em destaque é apresentada a banda 2 (Figura 30) 

normalizada e ampliada. De k para t corresponde aos espectros de transmissão 

relativos aos diferentes índices de refração.  
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 A superfície da amostra contendo o arranjo de nanoburacos foi modificada 

inicialmente com cisteamina, após isso, com moléculas de biotina e estreptavidina. 

Em uma segunda fase da modificação, a superfície recebeu moléculas do anticorpo 

biotinilado (que reage especificamente com o antígeno p185) através da interação 

da parte biotinilada deste anticorpo com moléculas de estreptavidina já imobilizada. 

Em seguida, a superfície recebeu o antígeno p 185 e finalmente foi passado sobre a 

superfície do sistema o anticorpo secundário que também reage especificamente 

com o antígeno p185. A presença de um anticorpo secundário (o caracteriza o modo 

de detecção sanduíche) melhora a sensibilidade do sensor, uma vez que os 

antígenos são moléculas de relativa baixa massa molar (baixo volume) o que não 

gera mudanças significativas no índice de refração, tornando os deslocamentos das 

bandas difíceis de serem observados. Contudo, moléculas do antígeno ligadas a 

moléculas de um anticorpo secundário causam uma mudança relativamente maior 

no índice de refração o que pode ser mais bem observado através dos espectros de 

transmissão. 

A Figura 32 apresenta o deslocamento obtido para a banda 2 do espectro de 

transmissão para o arranjo descrito acima para cada etapa da segunda fase da 

modificação. Esta banda apresentou maior intensidade e sensibilidade com relação 

a banda 1. O destaque nesta Figura 32 apresenta a banda 2 normalizada e 

ampliada. 
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Figura 32. Deslocamento da banda 2 como função das etapas de modificação para 

o arranjo de nanoburacos utilizado para imobilização das biomoléculas. Em 

destaque: banda 2, do espectro de transmissão, normalizada e ampliada. AC 1 e 

AC 2 correspondem aos anticorpos biotinilado e secundário, respectivamente. 

 Como pode ser observado através da Figura 31, foram observados 

deslocamentos crescentes para maiores comprimentos de onda para a banda 2 a 

medida que se foi prosseguindo com as etapas de modificação. Isso é um 

comportamento coerente, uma vez que à medida que moléculas vão sendo 

imobilizadas na superfície, o índice de refração efetivo é aumentado e por isso o 

red-shift é verificado (comportamento já evidenciado para outros arranjos neste 

trabalho). Um deslocamento de ca. 1,2 nm foi observado quando o antígeno p185 

foi adsorvido na superfície, em relação a superfície contendo apenas o anticorpo 

biotinilado. Um deslocamento extra de 1,3 nm, em relação à amostra contendo o 

antígeno (2,5 nm em relação à superfície contendo o anticorpo biotinilado), foi 
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observado quando o anticorpo secundário se ligou ao antígeno anteriormente 

imobilizado.  

O deslocamento obtido para o AC 2 em relação ao p185 foi semelhante ao 

deslocamento obtido para p185 em relação ao AC 1 (1,3 nm e 1,2 nm). Porém o 

AC 2 é uma molécula bem mais volumosa que o p185 e por isso deveria causar um 

deslocamento mais intenso na banda de transmissão, mas isso não foi observado. 

Para explicar este fato, devemos lembrar que os SPPs são confinados na superfície 

do metal e tem amplitude do campo eletromagnético decaindo exponencialmente à 

medida que se distancia da interface metal/dielétrico.24 Como as moléculas de AC 2 

estão relativamente mais distantes que as moléculas de p185 da interface, elas 

estão em uma região de menor intensidade do campo dos SPPs e, portanto de 

menor sensibilidade. Por isso, apesar de mais volumosas, as moléculas de AC 2 

quando adsorvidas na superfície do sensor apresentam um deslocamento 

semelhante ao das moléculas de p185. 

O modo de detecção sanduíche promoveu uma melhor sensibilidade à 

presença de biomoléculas na superfície do arranjo, uma vez que o deslocamento 

observado para a banda de transmissão em questão, em relação ao anticorpo 

biotinilado, foi duas vezes maior devido ao uso de um anticorpo secundário. Dessa 

forma foi possível verificar que o sensor baseado em arranjos de nanoburacos 

estudado neste trabalho foi sensível a presença do biomarcador do câncer de mama 

em baixa concentração (30 ng/mL). Com pacientes com câncer de mama com HER-

2 positivo apresentam concentrações superiores a 20 ng/mL da proteína HER-2 no 

plasma sanguíneo148, podemos destacar que o biossensor estudado neste trabalho 

apresenta grande potencial na detecção do câncer de mama. 
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5. Conclusões 

 Foi possível mostrar que a periodicidade exerce influência sobre o espectro 

da luz transmitida, observando um deslocamento para o vermelho das bandas à 

medida que há um aumento na periodicidade das nanoestruturas e é possível 

ajustar as condições de ressonância alterando esse parâmetro. Em ambos os 

casos, entre as duas bandas observadas nos espectros de transmissão das 

amostras estudadas, a banda situada em maiores comprimentos de onda se 

mostrou mais sensível à mudança de periodicidade e este fato é mais relevante 

para os substratos contendo os arranjos de nanoburacos, onde o deslocamento da 

banda mais sensível é duas vezes maior que a banda situada em menores 

comprimentos de onda. 

 Notou-se também que a maior sensibilidade para os arranjos de nanoburacos 

(462,7 nm/UIR) para a banda 2 do arranjo com periodicidade de 455 nm, é maior do 

que a máxima sensibilidade obtida para as grades de relevo (198,1 nm/UIR para a 

banda 2 da grade com periodicidade de 400 nm). Contudo as grades de relevo são 

substratos mais simples de serem fabricados e por isso podem ser usados como 

alternativa para substratos plasmônicos de baixo custo. A banda situada em 

maiores comprimentos de onda é mais sensível para ambos os substratos do que a 

banda localizada na região de menores comprimentos de onda. 

 Conclui-se ainda que ambos os substratos (nanoburacos e SGRs) se 

mostraram sensíveis quanto a presença de biomoléculas imobilizadas na superfície 

das nanoestruturas. Este fato, somado à capacidade de integração com o sistema 

microfluídico (no caso das amostras contendo arranjos de nanoburacos), torna os 

substratos com grande potencial para aplicação como biossensores que monitoram 
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eventos de ligação entre moléculas que apresentam bioafinidade, por exemplo, a 

interação anticorpo-antígeno usada para a detecção precoce de câncer. 

 As amostras contendo o arranjo de nanoburacos se mostraram sensíveis a 

presença do antígeno p185 no modo de detecção sanduíche, que é uma proteína 

usada como biomarcador de câncer de mama agressivo. Essa proteína foi 

detectada em uma concentração de 30 ng/mL, concentração próxima aquelas 

encontradas em pacientes com carcinoma de mama. Por esse motivo, um sensor 

baseado em arranjo de nanoburacos periodicamente ordenados feitos em filme de 

ouro tem grande potencial para aplicação na detecção precoce de câncer de mama, 

uma vez que é possível promover estudos de otimização da periodicidade do 

arranjo de forma a produzir nanoestruturas com maior sensibilidade e obter menores 

limites de detecção. 
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