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Resumo

Em virtude da incidéncia de cancer no nosso pais e a necessidade de
pesquisas que desenvolvam procedimentos para a deteccdo precoce da doenca,
atuamos no sentido de desenvolver biossensores que combinam anadlise em
microfluido e nanofotbnica para a deteccdo de moléculas biologicas. Esses
biossensores sdo baseados no efeito de Ressonancia de Plasmon de Superficie
(SPR). Para isso foram estudados materiais plasmonicos, que acoplados a um
sistema de microfluido, foram utilizados no desenvolvimento de um sensor baseado
em SPR. Inicialmente o sensor desenvolvido teve como objetivo a deteccéo precoce
de céancer. Contudo este tipo de sensor pode ser utilizado para varias outras
aplicacdes. 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 diametro das nanoestruturas, 0s plasmons
de superficie serdo gerados em uma faixa de comprimento de onda especifica,
possibilitando a deteccdo de moléculas através de medidas O6pticas. Os
nanoburacos foram fabricados pelo método de feixe de ions focado e as grades de
relevo pelo método de fotoisomerizacdo de azopolimeros através de interferéncia de
lasers. Para caracterizar a superficie dos substratos plasmoénicos foi usada a
microscopia eletrénica de varredura. A influéncia da variagdo da periodicidade das
nanoestruturas e a sensibilidade dos sensores foram estudadas através de
espectros de transmissdao normal UV-vis. A modificacdo da superficie das
nanoestruturas foi realizada utilizando microcanais de fluxo, monitorada através da

variacdo do indice de refracdo préximo a superficie, empregando-se medidas de
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transmissdo normal de luz UV-Vis. Os resultados mostraram que a periodicidade
exerce influéncia sobre o espectro da luz transmitida, apresentando um
deslocamento para o vermelho das bandas a medida que ha 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 superficie com grades
em relevo, respectivamente. Foi verificado também que os substratos foram
sensiveis a presenca de biomoléculas imobilizadas na superficie das
nanoestruturas, sendo observados deslocamentos das bandas de transmissao para
o vermelho a medida que camadas moleculares foram sendo adsorvidas na
superficie do substrato plasmoénico. Este fato torna os substratos aptos para
aplicacdo em biossensores que monitoram eventos de ligacao entre moléculas que
apresentam bioafinidade. Neste sentido procedeu-se também a deteccdo do
antigeno pl185 (usado como biomarcador de céncer de mama) utilizando um
substrato contendo arranjos de nanoburacos acoplado ao sistema microfiuidico.
Essa proteina foi detectada com sucesso a uma concentracdo de 30 ng/mL o que
torna esse tipo de sensor promissor no emprego da deteccéo precoce de cancer de

mama.
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1. Introducéao

O termo céancer é utilizado genericamente para representar um conjunto de
mais de 100 doencgas, incluindo tumores malignos de diferentes locais no corpo,
sendo o0s mais incidentes, entre os homens, os canceres de prostata, pulméao,
estbmago, célon e reto. Entre as mulheres, os mais incidentes sdo os canceres de
mama, colo do Utero, colon e reto, estbmago e pulméo. Desde 2003, as neoplasias
malignas constituem a segunda causa de morte na populacéo, representando quase
17% dos Obitos de causa conhecida, notificados em 2007 no Sistema de
Informacdes sobre Mortalidade do Ministério da Saude. Segundo um relatério
recente da Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC/OMS), o impacto
global do cancer mais que dobrou em 30 anos. Estimou-se que, no ano de 2008,
ocorreriam cerca de 12 milhdes de casos novos de cancer e 7 milhdes de obitos. O
continuo crescimento populacional, bem como seu envelhecimento, afetara de
forma significativa o impacto do céncer no mundo. Esse impacto recaira
principalmente sobre os paises de médio e baixo desenvolvimento. A IARC/OMS
estimou que, em 2008, metade dos casos novos e cerca de dois tercos dos Obitos
por cancer ocorrerdo nesses paises.!

No Brasil, as estimativas para o ano de 2010, que serdo validas também para
0 ano de 2011, apontam para aproximadamente 490 mil novos casos de cancer. Os
tipos mais incidentes, a excecdo do cancer de pele do tipo ndo melanoma, seréo os
canceres de préstata e de pulmdo no sexo masculino e os canceres de mama e do
colo do datero no sexo feminino, acompanhando o mesmo perfil da magnitude

observada para a América Latina.’
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Diante deste cenario fica clara a necessidade de maiores investimentos no
desenvolvimento de acdes abrangentes para o controle do cancer, nos diferentes
niveis de atuacdo, como por exemplo, na deteccdo precoce da doenca. A deteccéo
precoce de cancer significa um avangco muito importante na luta contra a doenca,
possibilitando a aplicacdo de tratamento no seu estagio inicial de desenvolvimento,
aumentando assim a taxa de sobrevivéncia dos pacientes. Dados mostram que 95%
de pacientes com cancer de ovario que tiveram a doenca detectada precocemente
sobreviveram. Isto significa um grande avanco no tratamento desta forma de cancer
jA que a deteccdo tardia, em quase 100% dos casos, impossibilita acbes que
poderiam levar & cura e evitar a morte do paciente.?

Para proporcionar aos médicos um perfil de biomarcadores (substancias
encontradas em pessoas com cancer), € necessario produzir um conjunto de
biossensores. Levando-se em consideracdo a grande quantidade de novos casos
de céancer, o beneficio da diagnose precoce e a limitada disponibilidade de dinheiro
do sistema de saulde, fica clara a necessidade de se desenvolver um biossensor
integrado que tenha multiplicidade de respostas, ou seja, que possibilite a deteccéo
de vérias formas de cancer pelo mesmo sensor e que seja pequeno e de baixo
custo. Um sistema de microfluidos chamado Lab-on-Chip tem sido adequadamente
aplicado para este tipo de andlise. Também chamados de sistemas completos de
microanalise, estes dispositivos apresentam muitas vantagens sobre os dispositivos
em macro escala em termos de velocidade de analise, custo, quantidade de
reagente e amostras consumidas durante a andlise, contaminacdo e eficiéncia.®
Uma vantagem a mais destes sistemas microfluidos é a possibilidade de serem

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

(nanoholes array), ou micro conjunto de nanoburacos.*
1.1. Sensores para detec¢cao de moléculas quimicas e biologicas

O estudo e desenvolvimento de biossensores para deteccdo de compostos
qguimicos e biolégicos tém atraido pesquisadores da area de quimica, fisica e de
materiais. Estes sensores tém se mostrado ferramentas muito importantes para a
andlise de produtos quimicos e biolégicos que contaminam o meio ambiente,
agentes patogénicos presentes em alimentos, virus, etc.>® Estes dispositivos
apresentam uma série de vantagens quando comparados aos métodos
convencionais de cromatografia e métodos bioquimicos como cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massa (CG-MS) e Analise Enzima Imuno Adsorvida
(ELISA, enzyme-linked imunosorbent assay). Utilizando biossensores o tempo
necessario para as analises € menor, os dispositivos sdo encontrados em tamanhos
miniaturizados e a instrumentacdo é compacta; sdo faceis de manusear, séo
portateis o que facilita andlises de campo e ainda apresentam baixo custo. Uma
grande variedade de métodos Opticos tem sido investigada para uso em
biossensores incluindo SPR, quimioluminescéncia, interferometria e elipsometria.®*?

Os sensores baseados em SPR sdo amplamente utilizados em pesquisas
biomédicas e bioquimicas para caracterizacdo e quantificacdo de eventos de ligacao
préximos a superficie.® A técnica de SPR tem se mostrado extremamente sensivel
a mudancas de indice de refracdo de camadas moleculares presentes na superficie
de um metal transdutor explorando o fenbmeno de Ressonancia de Plasmon de
Superficie. Desta maneira, reacdes que ocorrem proximas a superficie podem ser

analisadas imobilizando-se moléculas sobre a superficie do metal.'*'® Sensores
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baseados em SPR tém sido amplamente empregados na caracterizacdo de

interacdes de moléculas que apresentem bioafinidade, como interacdo anticorpo-

antigeno aplicada na deteccdo de cancer, complexos de proteinas de DNA e

reacbes de enzimas com o substrato.!”*® Além disso, estes biossensores também

tém sido usados para a deteccdo de morfina,'® metanfetamina®® e benzo[a]pireno

(carcinogénico encontrado em fumaca de cigarro e de carvao

)-21

1.1.1. Caracteristicas buscadas em sensores:

Baixo limite de deteccdo: é definido como a menor concentragdo de analito
gue pode ser detectada, mas ndo é necessariamente quantificada como
sendo um valor exato. Para testes diretos, o limite de detecc¢éo € a funcédo da
razdo entre sinal e ruido obtidos durante a medida e é determinado como
uma relacdo estatistica das variacdes dos valores de resposta obtidos para
as medidas do branco (background). E requerido que sensores tenham
baixos limites de deteccdo, ou seja, que sejam capazes de detectar
concentragcdes muito baixa de analito.

Alta sensibilidade: é a variagdo no sinal de resposta pela variacdo da
unidade de concentracdo do analito. A sensibilidade é a inclinacdo da curva
analitica (concentracdo do analito versus a resposta do sistema) e se a curva
analitica for linear, a sensibilidade serd constante e independente da
concentracdo. Se a curva analitica ndo for linear, a sensibilidade variard com
a concentracdo e ndo tera valor Unico.?? E desejado que sensores possuam

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

baixas concentragoes 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 operacgdo seja viavel na sua implementacéo.

Baixo tempo de resposta: é requerido que 0 sensor possua pequeno tempo
de resposta para que a analise se processe em um curto espaco de tempo e
se torne conveniente, principalmente para andlises rotineiras (analises de
antigenos).

Alta especificidade: € definida como a capacidade de medir com exatidao,
unicamente, o analito ou componente ativo de interesse, em presenca de
outros componentes (interferentes) que possam estar presentes na matriz da
amostra (impurezas, produtos de degradacéo, componentes da matriz, etc.).
Pode ser determinada pela comparacédo dos resultados obtidos de amostras
contaminadas com quantidades apropriadas de impurezas ou excipientes e
amostras ndo contaminadas, para demonstrar que o resultado do teste ndo é
afetado por esses materiais.

Ampla Faixa de Linearidade: é a habilidade do sensor de produzir
resultados que sdo diretamente, ou por uma transformagédo mateméatica bem

definida, proporcionais a concentracdo do analito dentro de uma dada faixa.

Uma ampla faixa linear € o objetivo buscado em sensores.

1.2. Ressonancia de Plasmon de Superficie

O fendmeno de Plasmons de Superficie (SPs) foi amplamente reconhecido

na area de ciéncia de superficie seguindo o trabalho pioneiro de Ritchie na década

de 19502 Os SPs sdo ondas eletrostaticas presentes em uma interface

bY

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

que se distanciam da interface. Entdo os SPs podem ser vistos como ondas
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coletivas nao-propagantes de elétrons na superficie de um metal condutor. A
excitagdo de SPs pela luz em superficies planas metalicas gera polaritons de
plasmon de superficie (SPP), que s@o ondas eletromagnéticas que se propagam na
superficie do metal em contanto com um dielétrico e permanecem confinadas em
duas dimensdes ja que, assim como os SPs, sua amplitude decai exponencialmente

).>* Nesta

a medida que se penetra em cada meio (tanto o dielétrico, quanto metalico
interacdo, os elétrons respondem coletivamente por oscilacdo em ressonancia com
a onda luminosa. A interacdo ressonante entre a superficie carregada oscilante e o
campo eletromagnético da luz constitui 0 SPR. O confinamento do campo
eletromagnético dos SPPs nas proximidades da interface metal/dielétrico resulta em
uma extraordinaria sensibilidade dos SPPs as condi¢cdes de superficie, como a alta

1.2> A escolha

sensibilidade a mudancas de indice de refracdo na superficie do meta
do metal a ser usado € critica, pois 0 metal deve exibir a propriedade de permitir a
propagacdo da onda plasmoénica na superficie. Para isso utilizam-se os metais que
possuem constante dielétrica com parte imaginaria positiva e pequena, e parte real
negativa.’® Os metais mais adequados s&o prata, ouro, cobre e aluminio, dentre os
quais a prata e o ouro sdo 0s mais empregados.?’?® Algumas caracteristicas fazem
do ouro a melhor escolha, dentre elas se destacam o seu carater razoavelmente
inerte frente a processos oxidativos e muitas reacdes com agentes quimicos, liga-se

fortemente a tidis permitindo que a superficie seja modificada para imobilizacdo de

moléculas de interesse,?® além de proporcionar a propagacéo dos SPs.*
1.2.1. SPR através de métodos tradicionais

Para excitacdo do Plasmon de Superficie, dois diferentes sistemas

experimentais foram inicialmente desenvolvidos, um por Otto®' e outro por
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Kretschmann,® porém a configuracdo de refletancia total atenuada, desenvolvida
por Kretschmann, é normalmente usada na maior parte dos instrumentos comerciais
baseados em SPR.®!* A configuracdo de Kretschmann, Figura 1, baseia-se no
fendbmeno de reflexdo interna total. Este fendbmeno ocorre quando a luz polarizada
atravessa um meio Optico denso (ex. vidro) e alcanga uma interface entre este meio
e um meio de densidade oOptica 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 radiagdo, onda ou campo evanescente, penetra na interface do
meio menos denso até a distancia de um comprimento de onda, 1A. Em um
determinado angulo de incidéncia e em um determinado comprimento de onda,
guando o vetor de onda do plasmon é igual ao vetor de onda do campo
evanescente (Ksp=Key), parte da radiagdo acopla com os “elétrons livres” do filme
fino metalico, fazendo com que eles oscilem em ressonancia com o campo
evanescente, ocorrendo a Ressonancia de Plasmon de Superficie. Em
consequéncia, ocorre uma perda de energia da luz incidente para o filme metalico,
resultando na reducdo da intensidade da luz refletida, a qual pode ser detectada
como um arranjo bidimensional de fotodiodos.®®* Desta maneira, no modo de
deteccdo por angulo fixo, uma luz polarizada é direcionada através de um prisma
até uma interface filme metalico/solucdo dielétrica e a intensidade da luz refletida é
medida contra o angulo da luz incidente com um detector. Em certo angulo e
determinado comprimento de onda da luz incidente, um minimo na refletividade é
observada, na gual as ondas evanescentes sdo acopladas aos elétrons da banda de
conducdo dos metais no lado oposto ao de incidéncia (SPR) na interface
metal/isolante. Esse angulo onde ocorre o minimo de refletividade é chamado de

angulo SPR. Esse angulo critico € muito sensivel a mudangas no meio dielétrico
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adjacente ao metal e por isso as condigdes de SPR s&o influenciadas pela presenca

de biomoléculas imobilizadas sobre a superficie do metal.

Metal/ar
f-‘x [
>
W, »>

Ksp

Filme metalico
(<12)

Fonte de luz /

polarizada —  Detector

Figura 1. Configuracdo de Kretchmann para SPR. A Ressonancia de Plasmon de
Superficie é excitada na interface metal/ar quando o angulo de incidéncia da luz é
tal que a componente evanescente do préprio vetor onda (Key) € igual ao vetor onda

da propagacéo do Plasmon de Superficie (Ksp).XErro! Indicador néo definido.

A desvantagem em se trabalhar com SPR convencional é a complexidade e a
dificuldade em se alinhar o sistema Optico e encontrar o angulo perfeito de
incidéncia de luz. Apesar da grande sensibilidade dos sensores baseados em SPR,
a dificuldade experimental da analise € um grande inconveniente que tem que ser
levado em consideracdo e por isso outros métodos de acoplamento de luz em

plasmon de superficie 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 analise é feito no modo de transmissédo colinear para se coletar as
respostas, isso facilita muito o alinhamento éptico do sistema, reduz o tamanho da
area de trabalho e possibilita 0 uso de lentes com grande abertura numérica (NA,
numerical aperture), ou seja, lentes que podem coletar ou emitir luz em varios
angulos facilitando o alinhamento do sistema e ainda reduzindo a perda de luz. A
classe de nanoestruturas que tem sido um assunto de interesse recentemente € um

253441 am filmes metalicos

arranjo de aberturas menores que o comprimento de onda
opticamente densos, ou seja, o filme € espesso o suficiente para evitar transmissao
de luz diretamente através deles. A transmissdo extraordinaria da luz (maior em
intensidade do que previsto pela teoria classica da difracdo através de um arranjo
de aberturas menores que o comprimento de onda em um filme metélico
opticamente denso) tem sido mostrada na literatura.*? Esta transmissdo
extraordinaria da luz tem sido atribuida a excitacdo dos SPs sobre ambos os lados
do filme metalico contendo o arranjo de nanoburacos. A Ressonancia do Plasmon
de Superficie através de nanoestruturas metalicas sdo dependentes do indice de
refracdo do meio que as rodeia,*? e como o efeito da transmissdo ressonante ocorre
atravées da excitacdo e propagacdo de Plasmons de Superficie na interface
metal/isolante, este efeito é sensivel a mudancas de indice de refracdo proximos a
superficie do metal.

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

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

bidimensional acoplada que converte os fétons incidentes em SPs. Embora os
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mecanismos exatos do efeito de transmissdo Optica aumentada através dos tais
nanoburacos estejam ainda sendo debatidos, geralmente se aceita a idéia de que
os fotons incidentes acoplam com elétrons livres do metal, devido aos buracos
periodicamente ordenados, sendo convertidos em SP. Esses sao transmitidos
através do filme metdlico e, via processo reverso (desacoplam), sdo re-irradiados do

lado oposto ao incidente.*®
1.2.3. SPR através de grades de difracao

A fotoisomerizacdo em filmes de azopolimeros (polimeros com grupamentos
azobenzénicos que podem ou ndo estar quimicamente ligado a cadeia polimérica)
tem sido explorada para a obtencdo de grades de difracdo. A fotoisomerizacdo
ocorre quando grupos croméforos azobenzenos sao excitados de um estado de
baixa energia (forma trans) para um estado de maior energia (forma cis) devido a
absorcdo de luz. O processo reverso € térmico, mas também pode ser obtido
através de excitacdo por luz.**** Ciclos de isomerizacdo trans-cis-trans podem
produzir diferentes espectros de absorcdo devido a caracteristicas especificas de
cada isdbmero, como momento de dipolo, indice de refracdo e volume espacial.*®
Quando uma luz polarizada é irradiada sobre o filme, a fotoisomerizacdo induz
alinhamento dos croméforos produzindo dicroismo e birrefringéncia, que podem ser
usados para estocar dados e produzir grades de relevo (SRG - surface relief
gratings).*’ As propriedades Opticas das grades de relevo podem ser variadas
através das condi¢cdes do experimento, como fonte utilizada (comprimento de onda
e intensidade), angulo entre os feixes incidentes e tempo de incidéncia, podendo ser
obtidas profundidades de 0,60 até 0,80 um e periodicidades variando entre 0,27 a

4,60 pm.*® Além disso, milltiplas grades podem ser sobrepostas, resultando na
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possibilidade de criar os mais complexos arranjos possiveis, com ondas se
propagando em diferentes dire¢des sobre o substrato. Na maioria das aplicagcbes de
eletrbnica e fotdnica, os azopolimeros sdo obtidos pelos métodos casting ou spin
coating. Contudo as técnicas de Langmuir-Blodgett (LB) e de automontagem por
adsorcao fisica (layer-by-layer em inglés, LbL) tém sido aplicadas com sucesso,
proporcionando maior controle da espessura e arquitetura do filme.***° O
mecanismo para a producdo de SRGs € 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 fotodegradacgéo.

Estes substratos podem ser explorados no controle da propagacédo dos
plasmons de superficie em filmes metalicos depositados sobre o filme de
azopolimero. 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 superficie e consequentemente na melhora da resposta de
biossensores.®® A vantagem desta técnica é a possibilidade de se obter grandes
areas superficiais das grades de difracdo gerando, portanto, uma grande area

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

de producao em larga escala.
1.2.4. Vantagens da técnica SPR

A técnica de SPR oferece varias vantagens quando comparada a outros
métodos de deteccdo: i) Nao had necessidade de se trabalhar com moléculas
marcadas - este fator € muito importante, j& que o processo de rotulacdo de uma
proteina com uma molécula fluorescente ou radioativa pode modificar ou alterar a

especificidade e a reatividade da mesma, reduzindo as informagdes qualitativas
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(detectabilidade, especificidade, seletividade, etc.) e quantitativas (parametros
cinéticos e termodinamicos). Além disso, a natureza hidrofébica dos compostos
fluorescentes tende a gerar ligaces com o sensor o0 que pode levar a geracdo de
resposta falsa;>? ii) Sensores baseados em SPR sdo capazes de produzir respostas
em tempo real, ou seja, as respostas sao obtidas ao mesmo tempo em que as
reacdes ou interacdes estdo ocorrendo, proporcionando uma avaliacdo rapida
através do sistema analitico; iii) O mesmo sensor pode ser utilizado para varias
medidas, além disso, a analise de varias solugbes contendo os analitos-alvo pode
ser realizada em série, uma apOs a outra utilizando o mesmo sensor, através de
sistemas de fluxo automatico; iv) Os equipamentos necessarios para as medidas
através de sensores baseados em SPR podem ser miniaturizados e aplicados em
deteccdo de multipontos, ou seja, em um mesmo sensor podem ser fabricadas
estruturas que serdo utilizadas para detectar diferentes espécies (multiplicidade) -
esta propriedade é muito importante para fabricacdo de sensores portateis utilizados
em medidas in situ, possibilitando a deteccdo no local, seja um hospital, uma
indistria  ou um lago contaminado; v) Combinando-se as vantagens de
especificidade de reconhecimento frente a reacbOes bioldgicas, podem ser
desenvolvidos sensores imunolégicos de SPR para a deteccdo de qualquer analito
através de medidas livres de erros, evitando assim complicacdes em diagnosticos
médicos; vi) A aplicacdo mais significativa de biossensores baseados em SPR € o
monitoramento de pequenas moléculas com grande sensibilidade o qual aumenta
grandemente a utilidade dos biossensores para a deteccéo de drogas.>?

Em biossensores baseados em SPR o limite de deteccdo € normalmente
definido como a concentragdo minima do analito que produz uma resposta

correspondente a 3 vezes o desvio padrdo da reposta do sensor para a medida do
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branco.Erro! Indicador ndo definido.®® O limite de deteccdo pode ser obtido
omente quando os parametros de interacdo entre o analito e o elemento de
biorreconhecimento e o0 transporte de massa para 0 sensor sdo conhecidos.
Contudo, a menor concentracdo que pode ser detectada na superficie pode ser
determinada independentemente destes fatores. Trabalhos recentes mostram que
limites de deteccdo da ordem de ng/ml podem ser obtidos através de biossensores
baseados em SPR.®7145457 Baixos limites de deteccdo possibilitam a deteccdo de
concentracdes minimas de marcadores de cancer, tornando possivel a deteccao
precoce da doenca.

A sensibilidade de sensores baseados em SPR depende de dois fatores: i)
sensibilidade da resposta do sensor a mudancas de indice de refracdo e ii)
eficiéncia de conversdo da ligacdo quimica (ou interacdo) relacionada a mudangas
no indice de refracdo.°® Biossensores com alta sensibilidade a mudancas de indice
de refracdo sobre a superficie detectam eficientemente a ligacdo e a interacdo de

analitos com as moléculas imobilizadas.

1.3. Sensores Baseados em SPR para Deteccdo de Moléculas Quimicas e

Biolbgicas

Sensores baseados em SPR tradicional (configuragdo de Kretchmann) tém
sido empregados em varios campos, incluindo diagnose médica, monitoramento
ambiental e analises de alimentos. Devido a variedade de aplicacbes, varios
métodos de deteccao tém sido empregados para a analise de espécies quimicas e
biolégicas.®**® Esses sensores SPR medem mudancas no indice de refracdo que
ocorrem na superficie de um filme de metal que suporta um polariton de plasmon de

superficie. Um SP excitado por uma onda de luz se propaga ao longo da interface
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filme metélico/isolante e seu campo pode ser usado para “examinar’ o ambiente em
contato com o filme metalico (amostra). Uma mudanga no indice de refracdo efetivo
no meio dielétrico da origem a uma mudanca nas condicfes de ressonancia a qual
altera o comprimento de onda da luz que € acoplada com os elétrons da superficie

do metal conforme a Equacéo 1.
AL=5 n,:; — n, (Equagdo 1)

Onde S é a sensibilidade da superficie em detectar diferentes indices de refracao,
sendo definida como a razdo entre a variacdo de comprimento de onda (A1) e

variagdo do indice de refragdo. O n,, € o indice de refragdo efetivo relativo a
adsorcao de moléculas sobre a superficie do sensor, alteragdes no #, ., ocorrem na

regido dos plasmons. O n, € o indice de refragdo obtido apds a passagem de uma

solugdo que corresponde ao branco. O 7, € obtido atraves da Equagdo 2. Essa

equacdo considera o0 decaimento exponencial da intensidade do campo
evanescente conforme ha o afastamento da superficie metalica, isto €, a intensidade
do campo eletromagnético é grande exatamente na interface metal/dielétrico e se

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

[==]

2 -2z ~
Mess = . o M ZEXP - dz (Equacéao 2)

Onde nz € o indice de refracdo a uma distancia z acima da interface
metal/dielétrico e I, é a constante que indica o comprimento de decaimento do
campo eletromagnético do SP.%°

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

SPR de afinidade, que s&o dispositivos que consistem de um elemento de

biorreconhecimento que identifica e esta apto a interagir com um analito selecionado
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e um transdutor SPR que traduz o evento de ligacdo em um sinal mensuravel. Os
elementos de biorreconhecimento sdo imobilizados nas proximidades da superficie
do filme de metal que suporta 0 SPs. Moléculas de analito em uma amostra liquida
em contato com um sensor SPR ligam-se aos elementos de biorreconhecimento,
produzindo um incremento no indice de refracdo na superficie 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 bioquimica, umas das moléculas de
interacdo (elemento de biorreconhecimento ou molécula alvo) é imobilizada sobre a
superficie do sensor de SPR e a outra esta presente em uma amostra liquida. Qual
das moléculas estard imobilizada depende do formato de deteccdo usado na
analise. Este é escolhido considerando-se o tamanho do analito, as caracteristicas
de ligacdo do elemento de biorreconhecimento, a concentracdo do analito a ser
medido e a amostra onde o sistema vai ser utilizado.®* Os modos de deteccdo mais
comuns sdo: A) deteccédo direta, B) deteccdo em modo sanduiche, C) deteccdo em
modo competitivo e D) deteccao por inibicdo, Figura 2.

No formato de deteccdo direto, sanduiche e competitiva a molécula que
precisa ser imobilizada é um elemento de biorreconhecimento; no formato de
deteccdo por inibicdo a molécula imobilizada é a molécula alvo ou seu derivado. A
escolha do elemento de biorreconhecimento apropriado ou método de imobilizacéo
€ de importancia critica com impacto direto sobre importantes caracteristicas de
desempenho do sensor tal como sensibilidade, especificidade e limite de

deteccdo.®?
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Figura 2. Principais modos de deteccdo usados em biossensores baseados em
SPR: (A) deteccdo direta; (B) modo de deteccdo sanduiche; (C) modo competitivo;

(D) modo de deteccao por inibicao.%?

No modo de deteccéo direta (Figura 2A), o elemento de biorreconhecimento
(por exemplo, um anticorpo) é imobilizado sobre a superficie do sensor de SPR. O
analito em solucdo se liga ao anticorpo produzindo uma mudanca no indice de
refracdo que € detectada pelo sensor baseado em SPR. Este modo de deteccéo €
utiizado quando a ligacdo entre o analito em solucdo e o0 elemento de

biorreconhecimento imobilizado na superficie do sensor produz uma resposta que
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pode ser facilmente medida. A especificidade e o limite de detecgdo podem ser
melhorados aplicando-se o modo sanduiche (Figura 2B); neste modo de detecgéo o
analito em solucdo se liga a espécie imobilizada sobre a superficie do sensor (como
um anticorpo, por exemplo), sendo entdo incubado por um segundo anticorpo.
Geralmente, analitos pequenos, com massa molar menor que 5000 g/mol, ndo
geram mudancas no indice de refracdo que sejam grandes o suficiente para serem
detectadas através dos modos de deteccdo direta e sanduiche e, neste caso, 0s
modos de deteccdo competitivo e de inibicdo sédo utilizados. No modo competitivo
(Figura 2C) a superficie do sensor € coberta com um anticorpo que esta interagindo
com o analito; quando um analito conjugado com outra espécie é adicionado a
amostra, o analito e o seu conjugado competem pelos sitios ativos sobre a
superficie do sensor. A resposta relativa a ligacdo é inversamente proporcional a
concentracdo do analito. No modo de deteccéo por inibicdo (Figura 2D), é utilizado
uma solucdo contendo uma concentracdo conhecida de anticorpos e uma
concentracdo desconhecida de analito. A solucdo é injetada em uma cela de fluxo
contendo o sensor baseado em SPR, passando pela superficie do sensor onde o
analito ou um analogo estdo imobilizados. Anticorpos ndo complexados sao
analisados na medida que eles se ligam as moléculas de analito imobilizadas sobre
a superficie do sensor e a resposta relativa a ligacédo € proporcional a concentracao

do analito.®®

1.3.1. Aplicacdes de sensores baseados em SPR para detec¢do e diagnéstico de

cancer

O diagnéstico de cancer é uma das areas mais pesquisadas em bioquimica

analitica. Tem sido investigada uma grande variedade de métodos de deteccdo de
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marcadores®, sendo os chamados biossensores (sensores aplicados para deteccado
de biomoléculas) os mais utilizados.

Marcadores de cancer sdo substancias produzidas por células cancerigenas
e por outras células do corpo em resposta ao cancer ou tumores benignos (tumores
benignos podem crescer muito, mas sao localizados, ndo se espalham para outras
partes do corpo). Estas substancias podem ser encontradas no sangue, na urina, no
tecido do tumor ou em outros tecidos. Tipos diferentes de marcadores de cancer
sdo encontrados em diferentes tipos de cancer. Além disso, a concentracdo do
mesmo marcador pode ser alterada em diferentes tipos de céancer. Contudo as
concentracfes de marcadores ndo se alteram em todos os pacientes com cancer,
principalmente no estégio inicial da doenca.

A forma de deteccdo de marcadores (antigenos) se baseia na sua interagdo
guimica com anticorpos imobilizados sobre a superficie do sensor. A deteccdo da
ligacdo €& geralmente feita através de varios métodos utilizando-se moléculas
marcadas com fluoroféros ou bioconjugados de nanoparticulas onde os elétrons
estdo confinados em uma dimensédo (quantum dots). A estratégia mais comum € a
Analise Enzima Imuno Adsorvida (ELISA, enzyme-linked imunosorbent assay).
Neste sistema a ligacdo anticorpo-antigeno é indicada por um anticorpo (detector)
separado, que acoplado a uma enzima produz um sinal que entdo é detectado.®
Um grande desafio nesta area é desenvolver um método que ndo precise de
moléculas marcadas e que ndo precise de um anticorpo para detectar a presenca
do antigeno e que ao mesmo tempo possibilite um alto grau de sensibilidade e com
baixo limite de deteccéo.

Os biossensores baseados em SPR sao utilizados para monitorar interacbes

biomoleculares. Através desta técnica, podem ser realizadas medidas em tempo
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real para se estudar a ligacdo entre uma biomolécula (por exemplo, um anticorpo)
imobilizada sobre a superficie do metal com um analito bioespecifico presente em
solucdo (por exemplo, um antigeno), sem a necessidade de rotular/marcar as

6.7.1454-57 A Jiteratura descreve varios estudos onde biossensores

biomoléculas
baseados em SPR que utilizam um conjunto de nanoburacos foram eficientemente
aplicados na deteccdo de marcadores de céancer de pancreas, mama, colo-retal,
pulm&o e cancer do trato gastrointestinal.®®"

Atualmente se encontrou mais de 100 tipos de substancias que podem ser
encontradas em concentracdes alteradas no organismo de pacientes portadores de
algum tipo cancer. Pesquisadores ja encontraram marcadores para todos os tipos
de céncer, mas embora a medida de concentragbes anormais destas substancias
sugira a presenca de céancer, somente esta medida ndo € suficiente para
diagnosticar a doenca. Portanto, medidas das concentracbes dos marcadores sao
combinadas com outros testes, como a bidpsia, para um diagnéstico indubitavel de
cancer.”

Considerando as varias formas de céancer e os mais de 100 tipos de
marcadores que sao encontrados em pacientes com diferentes tipos de cancer, a
utilizacdo de um circuito integrado contendo biossensores baseados em SPR com
andlise de multipontos, acoplado a um sistema microfluidico, possibilitaria que as

espécies fossem eficientemente detectadas atraves de um dispositivo de facil

manuseio.?
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1.6. Tecnologia de sensores baseados em SPR
1.6.1. Modificagédo quimica da superficie do metal transdutor

Em sensores baseados em SPR a superficie do sensor é geralmente ouro ou
prata (metal transdutor).”® Nesta superficie ocorrem interacdes biomoleculares e
ligagbes s&@o convertidas em sinais Optico-elétricos. A superficie do sensor é
modificada com moléculas onde os analitos se ligam proporcionando resultados
reprodutiveis e consistentes. Para se obter superficies altamente sensiveis é
necessaria a formacdo de uma camada de moléculas receptoras que seja
organizada de maneira a proporcionar sitios de ligacdo sem restricbes de
impedimento estérico para a molécula que sera imobilizada. Diversos métodos de
imobilizacdo adequados para testes imunolégicos baseados em SPR tém sido
publicados. Anticorpos tém sido imobilizados através de suas cadeias glicol

* ou através de suas ligacdes dissulfito.”® Esteres N-hidroxisuccinimida

oxidadas,’
(NHS) tém sido usados para a obtencdo de monocamadas de alcanotidis de cadeia
longa, que possuem em uma ponta grupos reativos adequados para a imobilizacédo
de biomoléculas e em outra ponta grupos tiéis que se ligam a superficie do ouro.”®"’
Processos de silanizacdo utilizando 3-aminopropiltrirtozisilano (3-APTES) também
tém sido usados para ligar anticorpos a superficie de ouro através do ligante

gluraraldeido.”® Contudo, para a ligacdo de receptores mais especfficos, o complexo

biotina-streptavidina tem sido amplamente utilizado.”
1.6.2. Elementos de biorreconhecimento

Vérios tipos de elementos de biorreconhecimento tém sido empregados em
biossensores SPR de afinidade. Os anticorpos sd8o o0s 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
inimeras moléculas alvos ja estdo disponiveis comercialmente. O desenvolvimento
de anticorpos de alta qualidade €, contudo, um processo particularmente caro e
dificil.®® Recentemente, fragmentos de anticorpos de cadeia Unica tém sido também
usado como elementos de biorreconhecimento.?! Fragmentos de anticorpos de
cadeia Unica biotinilados encontrados em processo de fermentacdo podem ser
identificados sobre a superficie de um sensor recoberto com estreptavidina
diretamente da parte sobrenadante sem a necessidade de purificacdo.®? Outro tipo
de elemento de biorreconhecimento que tem sido empregado em sensores de SPR
sdo os peptideos. Em comparacdo com 0s anticorpos, 0s peptideos, em geral, sao
mais baratos, mais estaveis e faceis de manipular. Contudo, os peptideos as vezes
necessitam de uma alta afinidade e especificidade frente ao alvo para que ocorra a
ligacdo. Em biossensores SPR, os peptideos tém sido aplicados principalmente
para deteccdo de anticorpos, por exemplo, anticorpos da Hepatite G,% virus da
Herpes simples tipo 1 e tipo 2,8 virus Epstein-Barr®® e para deteccdo de metais
pesados.?® Recentemente, aptameros (peptideos ou &acidos nucleicos que se ligam
a alvos especificos) surgiram como outro tipo promissor de elemento biomolecular
de reconhecimento para biossensores SPR.2"# Aptameros de DNA e RNA s&o
sequéncias de oligonucleotideos unicamente-retido, que podem ser produzidos se
ligando a alvos moleculares tais como pequenas moléculas, proteinas, acidos
nucleicos e células planas, tecidos e organismos.®® Além disso, a sintese de

aptameros é facil e reprodutivel.
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1.6.3. Imobilizag&do de elementos de biorreconhecimento

Em biossensores SPR, uma das moléculas de interagdo (na maioria das
vezes 0 elemento de biorreconhecimento) € imobilizada sobre a superficie do
sensor. A superficie quimica deve ser programada de tal forma que ela permita a
imobilizagdo de um numero suficiente de elementos de biorreconhecimento sobre a
superficie do sensor e a0 mesmo tempo minimizando as ligacdes ndo-especificas
na superficie. Além disso, os elementos de biorreconhecimento devem ser
imobilizados na superficie do sensor sem que esta imobilizacdo afete a sua
atividade bioldgica. A principio, as moléculas podem ser imobilizadas diretamente
sobre a superficie ou em uma matriz tridimensional. A imobilizacdo direta sobre a
superficie € mais simples, contudo o nimero de elementos de biorreconhecimento
gque pode se ligar a superficie é limitado pela capacidade da superficie em suportar
0 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 nimero de sitios
de ligacdo para a imobilizacdo das moléculas do que a superficie.®® O sistema
tridimensional mais comumente usado para imobilizacdo de moléculas € obtido
através de dextran carbometilado.’® Para a imobilizacdo em duas dimensées sobre
superficies de ouro, os métodos mais comuns envolvem o uso de camadas
automontadas (SAMs) de alcanotiolatos ou dissulfitos.*

As proteinas representam a classe de moléculas que sdo mais comumente
usadas como elementos de biorreconhecimento. O método mais utilizado para
imobilizacdo de proteinas é via ligacdo covalente formada entre grupos funcionais
nucleofiicos presentes nos aminoacidos das proteinas e grupos eletrofilicos

presentes na superficie do sensor.’®% A imobilizacdo através de ligacdo covalente
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€ estavel, contudo devido a grande quantidade de grupos funcionais presentes nas
proteinas, a imobilizacdo através destes grupos leva a uma orientacdo randémica
das proteinas sobre a superficie. Além disso, pode ocorrer imobilizacdo através de
varios grupos funcionais restringindo a flexibilidade conformacional da proteina.

Outro método utilizado para a imobilizacdo de proteinas é baseado na
afinidade bioquimica das espécies. O exemplo mais comum deste método é a
reacdo avidina/estreptavidina-biotina. Através deste meétodo de imobilizacdo, a
proteina avidina (ou a estreptavidina) é imobilizada sobre a superficie do sensor
(imobilizada covalentemente ou via biotina pré-imobilizada) proporcionando sitios de
ligacdo para subsequente ligacdo de proteinas conjugadas com a biotina. A proteina
pode ser biotinilada através de varios métodos objetivando a detec¢do de diferentes
grupos funcionais presentes nas proteinas. A orientacdo das proteinas imobilizadas
depende da orientacdo das moléculas de avidina/estreptavidina, do método de
biotinilagdo empregado e das propriedades da proteina.>’

A adsorcdo de proteinas sobre a superficie do sensor € um dos fatores mais
importantes no desenvolvimento de biossensores para aplicagcdes biolégicas e
biomédicas. Varios estudos tém mostrado que o0s processos de adsor¢cdo nao
especifica de proteinas sobre a superficie € um problema chave e que deve ser
corrigido para melhorar a interacdo entre a molécula imobilizada na superficie e o
analito presente na solucdo.*%* A formacdo de ligacdes ndo especficas é um
inconveniente ainda maior quando se analisa amostras de sangue e fluidos com
partes de células destruidas.®®> Em biossensores é extremamente importante a
obtencdo de superficies com alta organizacdo e que proporcionem um grande
nimero de sitios de ligacdo para imobilizacdo de elementos de biorreconhecimento

(por exemplo, anticorpos). Portanto, € preciso se evitar processos de modificacdo da
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superficie onde as moléculas ficam deitadas sobre o sensor, diminuindo a
guantidade se sitios de ligacéo e afetando a propriedades do sensor.

Varios métodos tém sido aplicados no desenvolvimento de superficies.
Polimeros hidrofilicos como o polietilenoglicol (PEG) e seus derivados tem sido
empregados no desenvolvimento de superficies resistentes a proteinas, ou seja,
superficies que ndo permitem que as moléculas de proteina se liguem com a
monocamada e que nao se deitem sobre a superficie. Os fatores que influenciam as
propriedades de organizacdo geradas por superficies cobertas com PEG sao a

barreira estérica e o alto grau de hidratacdo.® Pasche e cols.%":%

utilizaram poli(L-
lisina) enxertado em polietileno glicol para minimizar adsor¢cdes ndo especificas de
proteinas sobre a superficie. Através deste sistema eles observaram uma adsorcéo
de soro sanguineo em concentracdo menor que 2 ng/cm?. A imobilizacdo de
elementos de biorreconhecimento nestas amostras foi possivel através da ligacao
de biotina com a superficie. As superficies biotiniladas se mostraram muito
resistentes a adsor¢cdes ndo especificas de moléculas presentes na amostra de
soro, contudo permitiu a ligacdo das proteinas de ligacdo (por exemplo,
estreptavidina e avidina) e posteriormente a ligagdo de elementos de

biorreconhecimento biotinilados. %1%

1.7. Nanofabricacéo

Nanofabricacdo € o processo de fabricacdo de estruturas funcionais com
padrdes tendo dimensGes minimas da ordem de no maximo algumas poucas
centenas de nandmetros. Dispositivos e tecnologia de microeletrbnicos tem
melhorado e continuarA melhorando devido a producdo em larga escala e

implementacdo comercial da nanofabricagdo. Muitos materiais com dimensdes
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minimas em nano escala tém propriedades diferentes do que aquelas observadas
para materiais macroscopicos.’®> Os avancos no desenvolvimento de dispositivos
microeletrénicos e na tecnologia de informacdo ocorrem em parte, devido aos
processos de nanofabricacdo. A motivacdo para o estudo nesta area é a
necessidade em se aumentar a densidade de componentes em menor espago
possivel, diminuindo seu custo, e a0 mesmo tempo aumentando a eficiéncia de
cada dispositivo e de um circuito integrado de dispositivos.

Os métodos usados para gerar estruturas em nano escala e materiais
nanoestruturados sdo comumente caracterizados como top-down e bottom-up. O
processo top-down usa varios metodos de litografia para fabricar estruturas em
nano escala. O processo bottom-up usa interacbes entre moléculas ou particulas
coloidais para agregar estruturas em nano escalas discretas em duas ou trés
dimensdes. As técnicas top-down incluem fotolitografia e litografia de feixe de
varredura (litografia de feixe de elétrons e feixe de ions focados). A litografia de
feixe de varredura é um processo lento relativamente a fotolitografia. Esta técnica
pode, contudo, gerar caracteristicas de alta resolucdo em modelos arbitrarios. Ha
trés classes principais de litografia de feixe de varredura: (i) feixes de varredura por
laser tendo aproximadamente 250 nm de resolugdo, sédo as de menor preco; (ii)
feixes de elétrons focados com resolucdo menor que 50 nm (dependendo do ajuste
do equipamento e escolha do fotorresiste) apresentando alto custo de compra e
manutencdo; e (iii) sistemas de feixe de ions focados (FIB) com resolugcdo menor
gue 50 nm sao principalmente (e extensivamente) usados em pesquisas, e também

de alto custo.'??
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1.7.1. Feixe de lons Focados (FIB)

Um sistema de feixe de ion focado (FIB) € uma ferramenta relativamente
nova que tem um alto grau de analogia com um sistema de feixe de elétrons
focados tal como um microscopico eletronico de varredura (MEV). Nestes sistemas
(MEV) o feixe de elétrons é direcionado rumo a amostra, e devido a esta interacdo
sdo gerados sinais que sao usados para criar imagens de altas ampliacbes da
amostra. Como o feixe € bem controlado em tamanho e posicdo e 0s sinais sao
fortes o bastante para serem detectados sem ruidos excessivos, estas espécies de
equipamentos sdo muito Uteis para analisar amostra em grandes detalhes além de
uma ampla faixa de ampliacdes.®®

A mais fundamental diferenca entre MEV e FIB é o uso de ions (ao invés de
elétrons) e este tem grandes conseqiéncias para as interagdes que ocorrem na
superficie da amostra. No MEV, os elétrons sdo acelerados e focados sobre a
superficie da amostra. O feixe pode varrer a superficie 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 funces basicas sao
encontradas no feixe de ions focados. Como o0s ions sdo muito maiores que 0s
elétrons, eles ndo podem penetrar facilmente dentro da amostra.
Consequentemente, a interacdo entre 0s ions e a amostra leva a ionizacdo atdbmica
e quebra das ligacdes quimicas dos atomos da superficie. Os ions que estao
incidindo sobre a amostra ndo alcancam os elétrons em niveis internos de energia
nos atomos, desta forma ndo ha excitagcdo dos elétrons em niveis internos de
energia. Portanto, ao contrario de um feixe de elétrons que pode penetrar na nuvem
eletrénica de uma molécula alvo, no FIB ndo h4 emissdo de raios-X quando o feixe

de ions incide sobre a amostra. O tamanho do ion também indica que a
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probabilidade de interacdo dos mesmos com o0s atomos da amostra € grande,
levando a rapida perda de energia dos ions. Como resultado, a profundidade de
penetracdo dos ions é muito menor que a profundidade de penetracdo dos elétrons.
Apoés a perda de energia os ions ficam presos na matriz do material, ao contrario
dos elétrons que desaparecem na banda de conducdo do material.}%®

Além disso, fons sdo positivos (lons Ga'), grandes, pesados e lentos
enquanto que elétrons sdo negativos, pequenos, leves e rapidos. A mais importante
consequéncia dessas propriedades listadas é que os feixes de ions removerao
atomos do substrato e devido a posicao do feixe, a proporcdo e tempo de residéncia
sdo tdo bem controladas que elas podem ser aplicadas para remover materiais
localizados em um modo altamente controlado abaixo da escala nanométrica.'®

O processo “fresamento” (do inglés milling) € a mais poderosa capacidade do
FIB e é diretamente relacionada com a escolha do ion, sua faixa de energia e o
momento da particula (seu peso). O fresamento € um processo de colisdo atbmica e
permite a liberdade para manipular a amostra, perfura a sua superficie em trés
dimensdes e criar uma secao-transversal, ou cria algumas possibilidades de
formatos sendo como “esculpir em pedra”. Nao somente a posicdo lateral, mas
também a profundidade local pode ser controlada. A taxa de fresamento (um?3/s) é
proporcional (linear) a corrente do feixe e altas quantidades de material séo
removidos com altas correntes de feixe. Adicionalmente, é possivel fazer um
controle preciso pelo controle de pequenas &reas e correntes baixissimas. Por
exemplo, uma area retangular de 10 x 5 x 3 ym pode obtida por remog¢ao do
material em cerca de 10 minutos. Como a posicao do feixe de ion é bem controlada,

o fresamento pode ser usado para criar uma estrutura simples tal como um
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guadrado 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 ions

focados. O tempo necessario para a fabricacdo desta amostra foi de 8 minutos. %

Um feixe de ions focado (FIB) pode ser utilizado para fabricar estruturas em
um fotorresiste ou diretamente em um substrato.!®* Esta técnica pode modelar
(modo fresamento) substratos atraves da remocdo seletiva de material por
bombardeamento de ions, ou criar estruturas através de um processo aditivo pela
deposicdo de ions ou uma deposicdo localizada de vapor quimico.'®*%" Através
desta técnica de litografia pode-se construir estruturas em um semicondutor (ou
condutor) com resolucdo de 20 nm e com mindsculas dimensdes laterais abaixo de
5 nm.}%® Devido a essas caracteristicas o FIB tem sido aplicado na producéo de

arranjos de nanoburacos em filmes finos de metais nobres, como o ouro.*3109:110

1.7.2. Otimizacdo do arranjo de nanoburacos

Conjuntos de nanoburacos periodicamente ordenados s&o excelentes

candidatos para aplicacdo em sensores baseados em SPR, uma vez que eles
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podem acoplar a luz incidente em plasmons de superficie, tornando desnecessario o
uso de primas acoplados usados no sistema convencional de SPR. Trabalhos
recentes mostraram a aplicacdo de biossensores que utilizam conjuntos de
nanoburacos para explorar o efeito SPR, sendo observado um deslocamento no
espectro de transmissédo da luz visivel apds a imobilizagdo de moléculas sobre ouro
utiizando uma fonte de emissdo com ampla banda de emissdo e um
espectrofotdmetro. !

As propriedades Unicas desses buracos estdo relacionadas a presenca de
SPs; eles sdo por sua vez muito mais dependentes de fatores geométricos do que
das propriedades dos metais. Os fatores geométricos que influenciam as
propriedades Opticas dos buracos sdo varios: simetria da estrutura, a relacdo da
posicao e forma dos buracos, area da abertura e assim por diante. Essas variaveis
determinam a distribuicdo do campo eletromagnético sobre a superficie, a dinamica
de propagacédo das ondas de superficie e suas eficiéncias de espalhamento assim
como o acoplamento da luz no plano de entrada e no plano de saida.'*? Devido ao
alto controle proporcionado pelo FIB durante a fabricagdo de nanoestruturas,
algumas caracteristicas dos arranjos podem ser manipuladas permitindo uma gama

de variacdes passiveis de controle nos arranjos de nanoburacos.

1) Profundidade dos buracos (ou espessura do filme metélico): Se os filmes
sdo muito finos, eles sdo transparentes a luz incidente e, portanto, a luz sera
transmitida mesmo sem a presenca de buracos.'**' Para substratos contendo
nanoburacos € necessario que o filme metalico seja opticamente opaco, ou seja,
a espessura do filme deve ser varias vezes a profundidade Optica do metal (skin

depth); desta forma a luz ndo é transmitida através do filme onde ndo existe
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2)

nanoburacos. Normalmente, metais nobres apresentam profundidades Opticas
da ordem de 20 nm para luz visivel e por isso filmes com espessura de 100 nm
sdo apropriados em sistemas quando a luz incidente tem comprimentos de onda
na regido do visivel. Entdo, 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
visivel em arranjos de buracos e desaparecem quando a espessura do filme

aumenta e os modos de cada lado sdo desconectados.*®116

Periodicidade do arranjo: os arranjos de nanoburacos agem como filtros
ajustaveis onde a energia da luz transmitida (pelo arranjo) pode ser selecionada
através do controle da periodicidade dos buracos (distancia entre centros de
dois buracos localizados lado a lado, nas dimensdes x e y). A Figura 4 mostra
uma micrografia obtida por MEV e uma imagem de conjuntos de nanoburacos
obtidos por FIB. A letra “hyv’ 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
‘hv. Quando esta estrutura € 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.'*?

Formato dos buracos: uma Unica abertura circular da Figura 5A tem um
espectro de transmissdo bem estreito, na forma de uma banda como mostrado
na Figura 5B.11"1® Medidas similares podem ser feitas através de um buraco
retangular (Figura 5C) quando o espectro torna-se sensivel a polarizacdo da luz
incidente como pode ser visto em Figura 5D. O aparecimento de tais picos
ressonantes pode ser entendido como a excitacao das formas de SP nas bordas
do buraco, um tipo conhecido como SP localizado que tem sido confirmado por
estudos tedricos. Ajustando a polarizacdo da luz incidente sobre o eixo menor ou
maior do buraco retangular, pode-se selecionar a excitacdo do correspondente

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

46



4)

incidente sobre o eixo menor ou maior do buraco retangular pode-se selecionar a
excitacdo do correspondente SP localizado, ja que as formas de SP localizados
sdo definidas pelas dimensbes laterais da abertura (ou seja, 0S eixos maior e

menor do buraco retangular).**®

m m
2 o]
R S
I 5
© \ L]
@ \ a
kS \ ®
2 =
[~ B
20.5 2
@ ©
o o
L] L]
8 8
w w
c c
o] D
E 0- T y E T -
400 600 800 400 600 800
Comprimento de Onda (nm) Comprimento de Onda (nm)

Figura 5. Nanoburacos fabricados em filmes espessos de prata e iluminados
com luz branca. (A) abertura circular e (B) espectro de transmissado através do
buraco com diametro 270 nm em um filme de 200 nm de espessura. (C)
abertura retangular e (D) espectro de transmissdo em fungcdo do angulo de
polarizagdo 6 para os seguintes parametros geométricos: 210 nm X 310 nm,

espessura do filme 700 nm.'?°

Diametro dos buracos: A interagdo da luz com filmes metélicos contendo
arranjos de buracos com diametros menores que o comprimento de onda da

radiacdo incidente foi estudado no trabalho de Canpean e Astilean.!?! Eles
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mostraram o0 espectro de transmissdo de um filme liso de ouro e filme de ouro
contendo um arranjo de nanoburacos buracos com diametros de 180 e 280 nm.
De acordo com o estudo a resposta Optica das nanoestruturas € identificada por
caracteristicas bem definidas do espectro, com a posicdo espectral dos picos
altamente dependente do tamanho dos buracos. espectro de transmissao do
filme de ouro liso de 40 nm de espessura exibe um pico em cerca de 500 nm
(atribuido a luz transmitida pelo filme de ouro). O espectro de transmisséo do
filme contendo os buracos de didmetro 280 nm exibe um méaximo de
transmissdo em 564 nm com intensidade de transmissao de 36%, enquanto que
no filme com buracos com 180 nm de diametro o maximo de transmisséo
observado foi em 553 nm e a intensidade de transmissao foi de 33% como

mostrado na Figura 6.
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Figura 6. Espectro de transmissdo 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 diametro.!#
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1.7.3. Interferéncia de laser

A técnica de interferéncia de laser empregada na producdo de SRGs se
baseia na fotoisomerizacdo de grupos azobenzenos presentes em grupos laterais
de polimeros tais como (poly(4’-{[2-(acriloiloxi)tel]etil-amino}-4-nitroazobenzeno)

(pDR1A)), cuja estrutura € apresentada na Figura 7.
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Figura 7. Estrutura molecular do azo polimero pDR1A.

Em um comprimento de onda especifico € possivel induzir uma mudanca
geométrica reversivel em polimeros como o pDR1A, isto €, o polimero se rearranja
da posicdo trans (mais estavel) pra cis (menos estavel) e vice-versa.'??> Se um filme
polimérico é irradiado por luz em comprimento de onda na qual o polimero com
grupo “azo” absorve, a fotoisomerizagdo ocorre e isso promove uma alteragdo de
volume (devido a uma mudanca no volume molecular dos isémeros) no local onde a
luz € incidida, produzindo entdo um perfil na superficie, diferente dos locais que néo
sao irradiados pela luz (que ndo sofrem alteracdo do volume). Assim, a partir de um
arranjo experimental como descrito na Figura 8, é possivel produzir um perfil de
interferéncia em um feixe de laser no qual apenas algumas regiées de um filme

polimérico sofrem irradiacdo de luz. Isso permite desenhar/imprimir grades estaveis
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na superficie do filme polimérico. O espacamento entre as grades (periodicidade),

assim como outras propriedades podem ser facilmente controladas.?®

HeNe 633 nm

Espelheo

Laser de argonio 514 nm

Amostra
(filme polimérico)

Detector

Figura 8. Arranjo experimental utilizado para produzir um feixe de luz com perfil de
interferéncia ajustavel que proporciona a formacdo de grades a partir da

fotoisomerizagéo do grupo azobenzeno presentes em um polimero.*??

O feixe de inscricdo (ou impressdo) € composto de um laser de arg6nio
emitindo em 514 nm (comprimento de onda de absorcdo de um filme polimérico de
pDR1A) com poténcia baixa para ndo destruir o polimero. O feixe de argbnio tem
uma porcdo direcionada para incidir diretamente na amostra e outra parte para
incidir no espelho que se encontra em uma distancia angular especffica do porta-
amostra. A porcdo do feixe que colide com o espelho é refletida na direcdo da
amostra e interage com o feixe direcionado diretamente a amostra promovendo a
formacdo de um padrdo de interferéncia que entdo incide na superficie da amostra.
O angulo de incidéncia (0) do feixe pode ser ajustado com o intuito de mudar o pefrfil

de interferéncia e, portanto, as propriedades das grades geradas na superficie do
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filme polimérico. O comprimento de onda do laser de inscricdo também tem
influencia sobre a periodicidade das grades produzidas.'?® A evolucdo de producéo
das grades € monitorada por um laser de HeNe emitindo em 633 nm (comprimento
de onda que ndo é absorvida pelo filme polimérico) colocado quase paralelo ao feixe
de inscricdo. Isso é feito com base na mudanca de indice de refracdo causada pela
fotoisomerizacdo sofrida pelo filme polimérico que altera o angulo de refracéo da luz
que atravessa o filme. A superficie em forma de grades nanomeétricas produzidas
por essa técnica € entdo coberta por um filme metalico e pode entdo ser usadas

para a geracao de plasmons.
1.7.4. Otimizacdo das grades de relevo

As propriedades dos SPs em grades de relevo também sdo dependentes de
fatores geométricos e das propriedades dos metais. Um fator que
comprovadamente influencia as condicbes de ressonancia é a periodicidade das
grades. Trabalhos reportados na literatura mostram que para grades sendo
utilizadas no modo reflexdo e varredura angular em comprimento de onda fixo, tem
o0 angulo de refletancia da luz fortemente dependente da periodicidade das grades
em situacdo de excitacdo de SPs.'* Na Figura 9 é apresentado essa dependéncia,
sendo as grades de diferentes periodicidades imersas em dois diferentes indices de

refracao.
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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 indices de refracdo (n=1,32 e 1,37).}%

Devido ao controle da periodicidade proporcionado pela técnica de
interferéncia de lasers na fabricacdo das grades € possivel obter estudos de

variacdes do espacamento das grades também utilizando o modo de transmisséo

de luz.

1.8. Sistema de microfluido

A microfluidica é uma tecnologia emergente e relativamente nova que requer
uma aproximagdo multidisciplinar envolvendo a interface da fisica, quimica,

engenharia e bioquimica. Dispositivos microfluidicos 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 operacdo de microfluidos
possuem vantagens como a reducdo em custo de reagentes devido a pequena
guantidade de amostra usada, aumento da velocidade da andlise, e apresenta
potencial para producdo em massa de dispositivos de baixo custo. Outros beneficios
de sistemas baseados em microfluidos incluem separacbes biologicas, onde é
obtido um alto rendimento através de processamento paralelo de mditiplas amostras
realizadas em mudltiplos caminhos fluidicos.

Os dispositivos de microfluidos podem ser fabricados de uma variedade de
materiais e técnicas. A tecnologia de fabricacdo em polidimetilsiloxano (PDMS),
algumas vezes chamadas de soft litography, foi desenvolvida por Whitesides e cols.
e tem sido amplamente adotada para a fabricacdo de diferentes redes de
microfluidos.}*'%* Um biossensor SPR, baseado em arranjos de nanoburacos,
também pode incorporar um sistema microfluidico como  mostrado

esquematicamente na Figura 10.
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Figura 10. (A) esquema e imagens de microscopia eletrbnica de varredura
ilustrando a arquitetura do chip de microfluido com arranjo de nanoburacos
embutido e em (B) estrutura experimental usada para medir o efeito da transmissao
Optica extraordinaria (EOT). O filme metalico (depositado sobre um substrato de
vidro) contendo arranjos de nanoburacos obtidos por FIB € exposto a solventes

distribuidos utilizando o sistema de microfluidos.***

54



2. Objetivos

e Estudar o efeito da periodicidade nos espectros de transmissédo dos substratos
baseados em arranjos de nanoburacos e grades de relevo;

e Estudar a sensibilidade das amostras, baseados em arranjo de nanoburacos e
grades de relevo, frente a solu¢cdes com diferentes indices de refracéo;

e Estudar a influéncia da periodicidade dos arranjos de nanoburacos na
sensibilidade do substrato;

e Produzir um sistema microfluidico para acoplar com arranjos de nanoburacos;

e Imobilizar estreptavidina via esquema cisteamina/biotina, sobre os arranjos de
nanoburacos e estudar sua biossensibilidade;

e Imobilizar albumina do soro bovino (BSA, bovine serum albumin), através de
acido 11-mercaptoundecandico (MUA) ativado com grupos N-hidroxisuccinimida
(NHS), sobre as grades de relevo e estudar sua biossensibilidade;

e Imobilizar sobre substratos contendo arranjo de nanoburacos, previamente
modificado com o sistema cisteamina/biotina/estreptavidina, os anticorpos (anti-
HER2) e o antigeno (HER2 ou mais comumente conhecida como pl85),
biomarcador do cancer de mama;

e Aplicar o sistema microfluidico para promover andlises em tempo real da

interacdo anticorpo-antigeno no modo de deteccao sanduiche;
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3. Materiais e Métodos

3.1. Materiais

e Laminas 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

e Laminas 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
azopolimero é ainda coberta com filme de ouro de 100 nm de espessura.

e Solucdo tampéo de Fosfato (PBS), formada de NaCl 0,1370 mol/L (Sigma,
99,5%); KCI 2,804x10° mol/L (Sigma-Aldrich, 99,0%); Na,HPO, 8,101x10%
mol/L (Sigma-Aldrich, 99%); KH,PO,4 1,497x10°% mol/L (Sigma, 98%).

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

« Fotorresiste, SU-8® 50 (Microchem).

e Revelador de SU-8® (Microchem).

e Glicose (Sigma, 99,5%).

e Dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich, 99,9%).

e N-hidroxisuccinimida (Aldrich, 97%).

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

Preparacdo das monocamadas automontadas (SAMS)
e Cisteamina (Aldrich, 95%).

e Acido 11-mercaptoundecandico (Aldrich, 95%).

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

Proteinas
e Estreptavidina, (Sigma, 65%).

e Albumina de soro bovino (Sigma, 96%).

Antigenos e anticorpos
e Antigeno biomarcador do cancer de mama HER-2 (Invitrogen, 70%)
e Anticorpo biotinilado biomarcador do cancer de mama HER-2 (Invitrogen,
95%)
e Anticorpo secundario biomarcador do céncer de mama HER-2 (Invitrogen,

75 mg.mL™)
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3.2. Métodos
3.2.1. Substrato contendo nanoburacos

Os arranjos de nanoburacos foram fabricados por feixe de ions focados
(Focused lon Beam, FIB) com um equipamento FEI 235 dual-beam, utilizando uma
fonte de ions Galio, e doados pela professora. Karen Kavanagh (Simon Fraser
University, Victoria, Canada). O diametro de cada nanoburaco foi de 200 nm e as
periodicidades foram de 365 a 555 nm. Os substratos recebidos foram analisados

por microscopia eletrénica de varredura (MEV, Shimadzu Superscan SSX-550).
3.2.2. Grades de relevo

Os filmes do azopolimero pDR1A foram depositados sobre laminas de vidro
por spinning. A grade de relevo foi obtida através de um padréo de interferéncia de
dois lasers de argénio com poténcia de 80 mW/cm?. Um filme fino de ouro foi
depositado sobre as grades, para possibilitar a geracdo dos plasmons de superficie.
As grades de relevo foram fabricadas e doadas pelo Prof. Paul Rochon (Royal

Military College of Canada, Ontario, Canada).
3.2.3. Cela de microfluido

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 solugcdo piranha
H,S04/H,0, (1:3) de modo a remover todos os residuos organicos e para promover
uma melhor aderéncia do fotorresiste com o substrato. O recobrimento dos
substratos com o material fotossensivel (fotorresiste) foi feito usando um spin coater
(Spincoating Systems, G3P-8). Para a fotogravacdo, uma fotomascara 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 exposi¢cdo a luz UV com auxilio de uma fotocolimadora
(Tamarack Scientific, 2110CP). Para a revelacdo, mergulhou-se o substrato de vidro
contendo o fotorresiste fotogravado em uma solucdo do Revelador SU-8® (solucdo a
base de lactato de etila) com agitagdo magnética a temperatura ambiente, obtendo-
se assim a peca-mestre para confeccdo dos microcanais em uma peca de PDMS.
Uma solugcdo de PDMS foi entdo dispensada sobre o molde e o sistema foi levado
para cura sobre chapas de aquecimento. Apds a termo-cura do PDMS, a peca ja no
estado solido e flexivel, foi removida do molde criando-se assim o sistema de
microcanais. A peca de PDMS criada de acordo com este procedimento apresentou
espessura de aproximadamente 4,0 mm e microcanais com largura de
aproximadamente 70 um e espacamento da ordem de 350 um. Todo esquema de

obtencdo da peca de microfluidos esta ilustrada na Figura 11.
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vidro VIDRO + FOTORRESISTE NAQO-CURADO
Passo 1: exposicdo do fotorresiste

LUZ Uy (SU-8) usando luz UV que passa
através de uma transparéncia na

[ . N S ] FOTOMASCARA A
fotomadscara, com o desenho
: desejado
- \‘** FOTORRESISTE CURADO
O Passo 2: o fotorresiste ndo exposto é
d o | | : ; i
YIDRO + FOTORRESISTE CURADO = MOLDE dissolvido com, revelador apropriado,
) . ph
L (apos revelacao com fotorrevelador) levando a um modelo positivo do
3 desenho em um substrato.
1]
DERRAMA-SE PDMS SOBRE O MOLDE
) 0 00O E AQUECE PARA CURA Passo 3: sobre o modelo positivo é
colocado o polimero PDMS e levado
¢ destaca-se uma peca da outra para cura através de aquecimento.
PECA DE PDMS CONTENDO 05 MICROCANAIS
. . Passo 4: a remogao do molde leva a
microcanais
V O I | estrutura negativa, onde os canais

MOLDE RE-UTILIZAVEL estdo presentes no PDMS.

Figura 11. Esquema e descricdo do método de obtencdo dos microcanais por

litografia soft.

O fluxo de solugcédo pelos canais foi executado por uma bomba de seringa
(Harvard Apparatus, 11 Plus). A peca de PDMS contendo os microcanais, bem
como o seu alinhamento sobre o substrato de ouro e o sistema final de microfluidos

obtido esta mostrado nas Figuras 12A, 12B e 12C, respectivamente.
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Figura 12. (A) Peca de PDMS contendo os microcanais. (B) microcanais alinhados

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

utilizando microfluidos integrado com substrato contendo arranjo de nanoburacos.

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

relevo frente a diferentes solucdes de glicose

A caracterizacdo da sensibilidade é feita com o objetivo de verificar se o
substrato € sensivel a mudancas de indice de refracdo sobre o metal, onde se
encontram o0s SPs. Isso permitird dizer se o substrato poderd ser usado para
aplicagdo em biossensores, uma vez que uma elevada sensibilidade a mudangas de
indice de refracdo préximo a superficie € requerida para deteccao de biomoléculas.
Além disso, esse parametro quantitativo permite efetuar compara¢des com outros
substratos de mesma natureza.

Para as medidas de mudanca do indice de refracdo foi acoplada ao sistema
uma lampada de halogénio com ampla banda de emisséo. A luz, direcionada
através de uma fibra Optica, foi incidida perpendicularmente (normal) a superficie 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 microscopio (Meiji

Techno, WD 7,5 mm) e uma lente com 10x de magnificacdo, para as grades de
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relevo. A luz transmitida foi coletada pelo cabo de fibra optica (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 espectrofotbmetro UV-vis (Ocean
Optics, USB2000) e assim, espectros de transmissdo foram registrados e
armazenados em um computador. Foram registrados espectros apds a passagem,
sobre o sensor (Figura 13), de diferentes solucbes de glicose com indices de
refracdo conhecidos. Os indices de refracdo das solu¢cdes foram medidos em
refratbmetro portatil digital (Atago, 3850 PAL-RI). Para fluir as solugbes sobre os
substratos foi utilizada uma célula de fluxo construida em teflon acoplada a uma

bomba peristaltica (Milan, 202).

D Fonte de luz

-~ -

Lente objetiva

Conjunto de nanocburacos
[ rm x\ J

L |

s Fibra optica

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

nanoburacos frente as solugdes de glicose de diferentes indices de refracao.
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Para as grades de relevo foi utilizado um polarizador entre a amostra e a fibra
Optica de modo que fossem coletados espectros de transmissdao com luz
s-polarizada. Uma luz s-polarizada tem o vetor campo elétrico direcionado
perpendicularmente ao plano de incidéncia da luz (s vem da palawa alema
senkrecht, que significa perpendicular). Por outro lado a luz p-polarizada tem o vetor
campo elétrico paralelo ao plano de incidéncia (p vem da palavra inglesa parallel,
que significa paralelo). Para uma grade sem defeitos e com incidéncia normal
espera-se ter o fendbmeno SPR apenas com luz s-polarizada, uma vez que nesse
estado de polarizacdo percebe-se uma diminuicdo da intensidade da luz transmitida
em relacdo a luz p-polarizada ou ndo-polarizada. Isso ocorre pois parte da luz
acopla com os elétrons “livres” da superficie (origem dos SPs) e, em razado disso, a
luz é absorvida (por acoplamento com os elétrons) na superficie do substrato
plasménico resultando em menor intensidade das bandas de transmissdo quando a
luz esta s-polarizada. O arranjo experimental resultante é muito semelhante ao

utilizado para os arranjos de nanoburacos e esta representado na Figura 14.
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Figura 14. Esquema utilizado para medidas de sensibilidade das grades de relevo,

Fonte de luz

Lente objetiva

Gradesde
\”/ relevo
—— Polarizador

_~7 Fibra Optica

frente as solucdes de glicose de diferentes indices de refracao.

3.2.5. Preparacéo da superficie do ouro com alcanotiois

A superficie do ouro foi

mercaptoundecandico segundo a metodologia abaixo:

Cisteamina: a amostra contendo o conjunto de buracos foi imersa em metanol e
limpa em banho ultra-s6nico por 5 minutos. A amostra foi entdo imersa na
solucdo aquosa de cisteamina 0,06 mol.L™t por 72 horas para que ocorra a
organizacdo da monocamada. A amostra foi retirada da solugdo e lavada com
etanol e agua destilada para remover as moléculas ndo adsorvidas. Apos isso 0
espectro de transmissao foi registrado em PBS utilizando a célula de fluxo para a

passagem do tamp&o sobre a amostra.
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Acido 11-mercaptoundecanoico: a amostra contendo as grades de relevo foi
imersa em metanol e limpa em banho ultra-sénico por 5 minutos. A amostra foi
entdo imersa na solucdo 5 mmol/L de MUA, em etanol, por 24 horas para que
ocorresse a formacdo da monocamada. Em seguida a amostra foi retirada da
solucdo e lavada com etanol e 4gua destilada para remover moléculas néo

imobilizadas.

3.2.6. Preparacédo da camada ligante (linker) para imobilizacéo de proteinas

A superficie do substrato preparada com cisteamina apresenta grupos amina

orientados na superficie do metal. Esses grupos interagem covalentemente com 0s

grupos éster de succinamida da biotina-NHS, permitindo que ela seja imobilizada na

superficie. A biotina serve como linker para a imobilizacdo da estreptavidina

(proteina) via ligacao bioespecifica.

Biotinilacdo da superficie: Inicialmente preparou-se uma solucéo contendo 12 mg
de biotina (biotina-NHS) em 2,0 mL de DMSO. O substrato de ouro contendo a
monocamada de cisteamina foi entdo usado na montagem da cela de
microfluido. Em seguida a solucdo de biotina foi passada pelos microcanais
utiizando uma bomba de seringa, por 45 minutos a uma velocidade de
20 pL/min. Em seguida o sistema foi lavado com PBS (velocidade de 30 pL/min)
e 0 espectro de transmissao foi registrado com canais preenchidos com o
tampdo. O sistema foi lavado com fluxo maior para que as moléculas nao

adsorvidas fossem retiradas com mais facilidade.
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3.2.7. Imobilizagéo de proteinas

Os seguintes procedimentos experimentais foram utilizados para imobilizacao

de proteinas na superficie dos substratos:

e Imobilizacdo de estreptavidina: Inicialmente foi preparada uma solu¢cdo contendo
1,0 mg de estreptavidina em 4 mL de PBS. O substrato contendo o sistema
cisteamina/biotina foi entdo usado na montagem da cela de microfluido. Entéo, a
solucdo de estreptavidina foi passada pelos microcanais utilizando uma bomba
de seringa, por 15 minutos a uma velocidade de 20 pL/min. Posteriormente o
sistema foi lavado com PBS (velocidade de 30 pL/min) e o espectro de

transmissao foi registrado.

e Imobilizacdo de BSA: O substrato preparado com MUA foi mergulhado em
solucdo 1:1 de NHS/EDC 0,1 molL™ por 3 horas e em seguida enxaguado
abundantemente com agua, seco com sopro de N, e levado para registro do
espectro de transmissao, em ar. O substrato contendo o sistema MUA/NHS/EDC
foi entdo usado na montagem da cela de fluxo. Entdo uma solucéo 6,67 umol.L ™
de BSA em agua foi passada pela amostra utilizando uma bomba peristaltica,
por 95 minutos. Entdo a célula foi lavada com agua, desmontada, e o substrato

foi seco com sopro de N, para registro do espectro de transmissao em ar.
3.2.8. Imobilizacdo de anticorpo biotinilado e deteccdo de antigeno p185

Um novo substrato contendo um arranjo de nanoburacos (periodicidade de
400 nm, diametro do buraco de 200 nm) teve sua sensibilidade caracterizada

usando solucbes de glicose de diferentes indices de refracdo (conforme

66



procedimento j& descrito). Teve a superficie do ouro modificada com a monocamada
de cisteamina, imobilizacdo da camada de biotina, e finalmente da imobilizagdo de
estreptavidina de forma que se tornou apta para a imobilizacdo do anticorpo
biotinilado. Isto porque este tipo de anticorpo € conjugado com a molécula de biotina
e, por isso, também pode ser imobilizado via ligacdo especifica da parte biotinilada a
estreptavidina previamente imobilizada. Entdo, a estratégia para deteccdo do
antigeno pl185 foi utilizar o modo de deteccdo sanduiche (Olhar Figura 2A). Para
iIsso imobilizou-se o anti-HER-2 biotinilado (anticorpo que reage especificamente
com o antigeno HER-2) na superficie do ouro via interacdo especifica com a
estreptavidina previamente imobilizada. Uma solugcdo de 50 pL/mL em PBS, de anti-
HER-2 biotinilado foi preparada e passada, utilizando o sistema microfluidico, sobre
0 sensor em uma velocidade lenta de 10 pL/min para que ndo houvesse muita
turbuléncia e a interacdo entre o anticorpo e estreptavidina ocorresse de maneira
efetiva. Ap6s a passagem de 0,5 mL de solugdo, a mesma foi incubada sobre a
superficie do ouro por 2 horas. Entdo o sistema foi lavado com PBS (velocidade de
30 pL/min por 30 minutos) para remover as moléculas ndo-ligadas e o espectro de
transmissao foi registrado. Uma solucdo de BSA (100 pg/mL) foi injetada sobre a
superficie do ouro a uma taxa de 20 pL/min por um periodo de 2 horas, apés a
imobilizacdo do anticorpo. Isto € necessario para que sitios de ligacbes nao
especificas sejam bloqueados.

Na proxima etapa, o antigeno p185 (ou proteina HER-2) foi passado sobre a
superficie do substrato que ja continha os anticorpos imobilizados. As moléculas do
antigeno se ligam aos anticorpos promovendo uma mudanca do indice de refracao
na regiao dos SPs e, consequentemente, ocorre um deslocamento das bandas do

espectro de transmissdo. Diante disso, uma solucdo de 30 ng/mL, em PBS, do

67



antigeno pl185 foi preparada. Utilizando o sistema microfluidico a solugdo foi
passada sobre a amostra a uma taxa de 10 pL/min até a passagem de 0,5 mL de
solucédo. Entdo o sistema foi deixado em repouso sobre 0 ouro por 30 minutos (para
gue as reac¢les bioquimicas se completassem). ApGs isso, o0 sistema foi lavado com
PBS (velocidade de 30 pL/min por 30 min) e o0 espectro de transmissao foi
novamente registrado.

Finalmente, foi utilizado um segundo anticorpo nao-biotinilado que reage
especificamente com o antigeno pl185. Para isso foi preparada uma solucdo de
50 pg/mL do anti-HER-2 secundario em PBS. Esta solucdo foi passada sobre a
superficie do substrato (previamente modificado com o anticorpo primario e pelo
antigeno p185) a uma velocidade de 10 pL/mL por um periodo de 40 min. Entdo a
solucdo foi deixada incubar por 30 min. Apds isso o sistema foi lavado com PBS

(velocidade de 30 pL/min por 30 min) e o espectro de transmissao foi registrado.
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4. Resultados e Discussodes

4.1. Caracterizacao dos substratos ndo-modificados

O substrato de nanoburacos utilizado para obtencdo dos resultados que
serdo mostrados a seguir apresenta arranjos distribuidos conforme esquema

mostrado no upperset da Figura 15.

Figura 15. Upperset. representacdo esquematica dos arranjos de nanoburacos
(200 nm de diametro) 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 sdo imagens obtidas por MEV, de um arranjo quadrado de nanoburacos com

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

Os arranjos foram identificados por letras de “A” a “J. Todos os arranjos séo
guadrados, tendo dimensdes de 16x16 um, buracos com profundidade de 100 nm
(espessura do filme de ouro), diametro de 200 nm e se diferenciam apenas quanto a
periodicidade (distancia entre os centros de dois buracos vizinhos). A periodicidade
aumenta do arranjo “A” ao “J”, isto é, a distédncia entre os buracos é menor no

arranjo “A” e aumenta, a medida que se percorre os arranjos em direcao a “J”.
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Nas Figuras 16A e 16B sdo apresentadas imagens, obtidas por MEV, de uma
amostra de grades de relevo em diferentes ampliacdes. Duas amostras SRG foram
utilizadas neste trabalho, sendo fabricadas por toda a superficie de uma placa de
vidro quadrada de 2,5x2,5 cm. As grades de azopolimeros 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 azopolimero

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

2.000x e (B) 10.000x.

4.2. Efeito da periodicidade

O primeiro efeito estudado foi quanto a influéncia da mudanca da
periodicidade nos espectros de transmisséo dos arranjos de nanoburacos e SRGs.
Na Figura 17A é mostrado o espectro de transmissédo obtido para os arranjos de
nanoburacos, imersos em agua, com periodicidades que variam entre 365 e
455 nm. Para o registro dos espectros de transmisséo foi utilizada a configuracéo
experimental mostrada na Figura 13. E possivel verificar a presenca de duas
bandas plasmodnicas, sendo a primeira situada na regidao de 580 nm (banda 1) e a
segunda na regido de 680 nm (banda 2). Essas bandas aparecem normalizadas na

Figura 17B. Podemos observar que as bandas se deslocaram para o vermelho
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(maiores comprimentos de onda) em funcdo do aumento da periodicidade dos
arranjos. Isto € um comportamento esperado, uma vez que o comprimento de onda
de uma banda plasmonica € diretamente proporcional a periodicidade de um arranjo
qguadrado de nanoburacos, como pode ser evidenciado através da Equacéo 3. Onde
ap € a periodicidade do arranjo de nanoburacos, i e j sdo nimeros inteiros que
representam o modo plasmoénico e g4 € €, S80 as constantes dielétricas do meio

isolante (dielétrico) e do metal, respectivamente.**

4 a g &
= 0 m d 3
SN P (Equacao 3)
m d

Um acréscimo de 90 nm na periodicidade, do primeiro para o Ultimo 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 transmissao normal de luz branca para os arranjos de

nanoburacos imersos em agua em fungcdo da periodicidade dos arranjos. (B)

Ampliacdo 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 transmissdo para as duas
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amostras de SRG utilizadas esta apresentado na Figura 18A. Os espectros foram
obtidos em ar e com incidéncia de luz s-polarizada. Também foram verificadas duas
bandas plasménicas para os substratos de grades de relevo. A primeira banda se
encontra na regido de 600 nm (banda 1) e a segunda encontra-se na regidao 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 sdo mais bem visualizados através das figuras
inseridas, Figuras 18B (bandas 1 e 2 normalizadas).

Quando ha uma incidéncia de luz sobre um filme metdlico fino contendo
nanoestruturas, como as mostradas neste trabalho, varios modos de SPs podem ser
excitados na superficie do metal. Cada modo resulta em uma banda especifica no
espectro da luz transmitida e esses modos apresentam diferentes sensibilidades
espectrais (S=ANMAnN, onde A é o comprimento de onda, n é o indice de refracdo 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, 0s
modos de SPs excitados séo representados por dois nimeros inteiros (i,j), sendo
que a soma do quadrado destes dois nimeros inteiros (i +j°) 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 Equacéo 4.

s = —~7 — 2 (Equacéo 4)
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Isto quer dizer que os modos SPs de ordens menores sdo mais sensiveis do que 0s
de ordens maiores.!!

Para ambos os substratos a banda 2 apresentou maior sensibilidade do que a
banda 1 frente a mudancas na periodicidade das nanoestruturas. Esta diferenca de
sensibilidade € muito mais evidente para os substratos contendo arranjos de
nanoburacos, onde o deslocamento do espectro (devido a variagdo de
periodicidade) para banda 2 foi mais que o dobro do deslocamento obtido para a
banda1l. A explicacdo para essa sensibilidade maior da banda2 é que
possivelmente ela deva representar um modo de SP de ordem menor que o0 modo
representado pela banda 1 (sabendo que bandas com valores de i%+j? menores
sdo as mais sensiveis, como explicado acima tendo como base a Equacédo 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 relacdo a variacao da periodicidade dos arranjos.
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Figura 18. (A) Espectros de transmissdo normal de luz branca s-polarizada para os
substratos SRG com periodicidade de 400 e 410 nm e profundidade de 120 nm. (B)

Ampliacdo das bandas 1 e 2 normalizadas.

4.3. Sensibilidade em funcéo do indice de refracéo

Este ensaio foi feito no intuito de testar a capacidade do substrato em ter sua
onda plasmonica perturbada ou ndo em funcdo de alteracdes fisicas na superficie
do metal. Caso ndo haja uma alteracéo significativa o substrato ndo possui potencial
para aplicacdo em sensores baseados em SPR. Para verificar a sensibilidade dos
substratos frente as alteracbes no indice de refracdo, promoveu-se o fluxo de
solugBes de glicose de diferentes concentracdes sobre 0s substratos utilizando uma
cela de fluxo, e entdo se registrou o espectro de transmisséo para cada solucdo. Na
Figura 19A sao mostrados os espectros de transmissédo para o arranjo “J” (455 nm
de periodicidade). Do mesmo modo, a Figura 20A e 20C apresenta 0s espectros de

transmissdo para as SRGs Uutilizadas. Foram observados deslocamentos para a
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regido do vermelho e isso é um comportamento esperado para substratos contendo
nanoestruturas.’*>**® O maximo das bandas de transmissdo (para cada substrato),
em funcdo do indice de refracdo, € entdo plotado e a inclinacdo da curva resultante
é definida como a sensibilidade dos substratos.’®! As Figuras 19B, 20B e 20D
apresentam os graficos usados para determinacdo da sensibilidade do arranjo de
nanoburacos “J” (periodicidade de 455 nm) e das SRGs. Os destagues nestas

figuras séo as respectivas bandas plasménicas normalizadas.
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Figura 19. (A) Espectros de transmissdo normal de luz branca em funcéo do indice
de refragdo para o arranjo de nanoburacos "J” com periodicidade de 455 nm. (B)
Curvas de deslocamento dos comprimentos de onda das bandas de transmissao
(Amaximos) €m funcdo do indice de refracdo, para bandas 1 e 2. Em destaque sdo
mostradas ampliacbes da regido de interesse dos respectivos espectros,

normalizados.
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Figura 20. (A) e (C) Espectros de transmissédo normal de luz branca em funcéo do
indice de refracdo 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 transmissado (Amaximos) €M funcéo do indice de
refracdo, para bandas 1 e 2. Em destaque sdo apresentadas ampliacbes da regiédo

de interesse dos respectivos espectros, normalizadas.

Analisando as Figuras 19 e 20 foi possivel verificar que o arranjo de
nanoburacos “J” apresenta uma sensibilidade superior aquela 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 & de outros substratos reportados na literatura.**'* Para as grades de
relevo, os resultados sdo comparaveis 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 analise.’*® Outro sensor baseado em grades
de relevo mostrado na literatura apresentou sensibilidade de 600 nm/UIR
trabalhando no modo transmissdo (mesmo arranjo experimental utilizado neste
trabalho) e luz p-polarizada, mas sem incidéncia de luz normal a superficie do
substrato onde é avaliada também a influéncia do angulo de incidéncia de luz sobre
as grades.'®®

Apesar do substrato contendo os arranjos de nanoburacos ser mais sensivel,
a sua fabricacdo é bastante onerosa. Para obté-los sdo necessarios equipamentos
de alto custo (inclusive de operacao), como é o caso do FIB. Por outro lado, as
grades de relevo sdo obtidas por métodos mais simples (interferéncia de lasers), de
forma que o custo de producdo é reduzido e, por isso, se torna uma excelente
alternativa de substrato plasmonico.

Notou-se ainda que a maior parte das bandas plasmoénicas apresentadas
pelos substratos nanoestruturados se ajustou bem a um comportamento linear, haja
visto valores de R? proximos a 1. Isto é favoravel para aplicacdo em sensores, uma
vez que uma resposta diretamente proporcional a quantidade do analito € mais
vantajosa.

Verificou-se também que, para ambas as amostras, a banda 2 é mais
sensivel que a banda 1, com relacédo a variacao de indices de refracdo na superficie

das nanoestruturas (como ja verificado a banda 2 tem maior sensibilidade também
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com relacdo a variacdo de periodicidade). Como ja mencionado, quando ha uma
incidéncia de luz sobre um filme metélico fino contendo nanoestruturas, como as
mostradas neste trabalho, varios modos SPs podem ser excitados na superficie do
metal. Cada modo resulta em uma banda especifica 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 séo
representados por dois nimeros inteiros (i,j), sendo estes a ordem de cada modo de
SP. A sensibilidade espectral desses modos diminui com o aumento da ordem
(Equacao 4). Isto quer dizer que os modos SPs de ordens menores (modos cuja
soma i+ j° apresenta valores menores) sd0 mais sensiveis do que os de maiores
ordens.’®! 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 influéncia da periodicidade na
sensibilidade dos arranjos de nanoburacos. A Figura 21 apresenta a sensibilidade
em funcdo dos arranjos de diferentes periodicidades. A periodicidade aumenta de
365 até 455 nm. E possivel notar que a sensibilidade dos arranjos se torna maior,
para as bandas 1 e 2, com o aumento da distancia entre os buracos do arranjo.
Desta forma, temos o arranjo de periodicidade de 455 nm como o mais sensivel
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
periodo do arranjo.’*! Por isso, os resultados aqui obtidos estdo em perfeito acordo

com a teoria.
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Figura 21. Sensibilidades tedricas e experimentais em funcdo da periodicidade dos

arranjos, para as bandas 1 e 2. As periodicidades dos arranjos séo 365, 375, 385,

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

As bandas de transmissdo 1 e 2 obtidas para os arranjos de nanoburacos

representam os modos (2,0) e (1,0) respectivamente, obtidas a partir da Equacao 3.

Isto corrobora com o fato de a banda 2 ser mais sensivel que a banda 1, como ja

mencionado (modo mais baixo). Vale comentar que a sensibilidade tedrica foi obtida

utiizando a Equacédo 4 e que constante dielétrica do ouro € um nimero complexo na

forma de ey=¢e1t+iez. As partes real e imaginaria (valores de €3 e €;) sdo fortemente

dependentes do comprimento de onda das bandas.'*” Assim os valores para €; e €

foram obtidos a partir do grafico que os relaciona com o comprimento de onda,

conforme Figura 22.
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Figura 22. Partes imaginaria (¢2) e real (¢1) da fungdo dielétrica complexa do ouro

em funcdo do comprimento de onda.™®’

Assim, para os comprimentos de onda dos maximos de transmissdo das
bandas (modos (2,0) e (1,0)) em cada arranjo foram obtidos um valor especifico de
€m, que entdo foram utilizados para o calculo da sensibilidade. Os valores de n
usados no célculo foram aqueles referentes a cada solucdo de glicose utilizada para
a obtencdo das sensibilidades experimentais (1,3322, 1,3344, 1,3382, 1,3456,
1,3505, 1,3531, 1,3631, 13705, 1,3781 e 1,3831). A previsdo tedrica de
sensibilidade das bandas 1 e 2 estdo 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). E possivel perceber que o comportamento experimental realmente segue
a mesma tendéncia tedrica. Contudo uma simples previsao analitica ndo se adapta
perfeitamente com os resultados experimentais. Isto ocorre pois a Equacao 4 pode
ser tomada como uma aproximacdo em termos de previsdo da ressonancia dos
SPs. Outros efeitos, tais como a forma do buraco e rugosidade ndo sao levados em
conta pela equacdo analitica. Contudo, a mesma tendéncia € observada entre os
valores de sensibilidade experimental e tedrica e a Equacdo 4 captura
gualitativamente bem a tendéncia experimental, ou seja, maiores periodicidades dos

arranjos resultam em maiores sensibilidades.
4.4. Imobilizacdo de biomoléculas - biossensibilidade

Apb6s a determinacdo da sensibilidade, a superficie de ouro das amostras foi
modificada com biomoléculas, para que pudesse ser feito o estudo da influéncia
delas nos SPs. Esse trabalho foi feito utilizando o sistema de microfluidos (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
eletroquimicos. Em geral, as estratégias conhecidas para imobilizacdo de
biomoléculas sobre superficies de ouro sdo baseadas nas fortes ligacdes quimicas
entre os grupos tiol (SH ou SS) com o ouro.**®

Os métodos de formacado de monocamadas auto montadas (SAMs) baseados
em varios derivados tidis tém sido aplicados para a biotinilacdo de superficies de
ouro. Entre estes métodos, a modificacdo pode ser feita imobilizando monocamadas

de cisteamina ou &cido 11-mercaptoundecandico sobre a superficie do sensor.** A
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modificacdo da superficie do metal com esses alcanotidis leva a formacdo de
SAMSs de moléculas na superficie do ouro, com grupos funcionais livres na
superficie do substrato metalico. Esses grupos permitem a formacédo de interacfes
com grupos de outras biomoléculas como a biotina e/ou proteinas, de modo que
essas também sejam adsorvidas na superficie, de modo organizado. Dependendo
da proteina a ser imobilizada na superficie, um ou outro alcanotiol deve ser
selecionado para possibilitar a reacdo da proteina de interesse, isto €, gerando
sitios reativos para que a molécula protéica possa interagir.

Nos substratos contendo arranjos de nanoburacos a modificacdo da
superficie foi executada utilizando o] esquema cisteamina
(alcanotiol)/biotina/estreptavidina. A biotina interage através do grupo éster
succinamida com aminas primarias presentes na monocamada previamente
imobilizada (reacdo apresentada na Figura 23). A biotina atua como linker para

possibilitar a imobilizacdo de estreptavidina.

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

primarias da cisteamina.

Essa estratégia foi escolhida pois a biossensibilidade dos sensores é
determinada em fungcdo da perturbacdo provocada na onda plasmoénica quando
ocorre interacdo (ligacdo quimica) com biomoléculas e para sua caracterizacao

provocamos a modificacdo da superficie com uma biomolécula conhecida, a
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estreptavidina, de modo a simular uma situacao real. Nesse sentido, o substrato de
ouro com a superficie modificada com o sistema cisteamina/biotina (FIGURA 23), foi
utiizada para imobilizar a biomolécula protéica estreptavidina, via interacao
bioespecifica com a biotina. Esta proteina foi escolhida por apresentar uma grande
afinidade por moléculas de biotina (¢ uma das intera¢cdes ndo-covalentes mais fortes
conhecidas até entdo), sendo um sistema que imita uma interacdo real entre um
anticorpo e antigeno que também apresenta alta bioespecificidade. ApOs esse

procedimento de modificacdo a superficie do substrato ficou conforme mostrado na

Figura 24.
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Figura 24. Esquema da estratégia de ligacdo entre biotina e estreptavidina.

Com base nisso foram obtidos espectros de transmissdo dos arranjos
imersos em PBS, apds cada etapa de modificagdo. Um deslocamento para o
vermelho da banda de transmissdo é esperado a medida que camadas de
moléculas vdo sendo imobilizadas sobre a superficie do arranjo, uma vez que o
indice de refracdo imediatamente sobre o substrato também é alterado devido a
presenca dessas moléculas. Os espectros para as bandas de transmissao
normalizados obtidos para o arranjo de periodicidade de 455 nm estdo mostrados

na Figura 25. Como ja mencionado, este arranjo foi 0 mais sensivel dentre aqueles
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estudados aqui e por esse motivo apresentamos somente o0s resultados para este

arranjo, embora o comportamento para os demais arranjos tenha sido semelhante.

—— Cisteamina
Biotina
——CEstreptavidina

Banda 2

Banda 1

Intensidade (uni. arb.)

595 600 605 610 615 735 740 745 750 755 760

Comprimento de onda (nm)

Figura 25. Regides ampliadas dos espectros normalizados das bandas de
transmissdo para cada etapa de modificacdo para um arranjo de nanoburacos de

455 nm de periodicidade.

Além de maior sensibilidade do bulk, outro parametro importante que
caracteriza o desempenho de um biossensor SPR é a resolugdo, a qual
corresponde ao minimo de variagdo de indice de refracdo que pode ser detectada e
isto esta relacionado com o limite de deteccéo do sistema.'*! Assim, quanto menor a
resolucdo, melhores resultados serdo obtidos com o sensor. Considerando que o
deslocamento do comprimento de onda (devido a variacdo de indice de refracdo na
superficie do sensor) em nosso sistema € medido com precisdo de 0,1 nm, entdo a
resolucdo para a banda 1 e 2 é aproximadamente 4x10™“ e 2x10“ UIR. Assim,
apesar da banda 2 ter maior sensibilidade em relagdo ao bulk (relativamente

grandes variacfes de indices de refracdo) e maior resolucdo do que a banda 1
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(462, 7 nm/UR e 2x10*UIR contra 2589 nm/UR e 2x10%UIR), os maiores
deslocamentos foram obtidos para banda 1 em testes com biomoléculas onde sao
envolvidas pequenas variacbes de indice de refracdo devidas a adsorcdo 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 inglés full width at half
maximum) da banda no espectro de transmissao, uma vez que eles podem afetar a
razdo sinal/ruido 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 relacéo a sinal/ruido apresentado pela banda 1 em relacdo a banda
2 e a torna a melhor escolha para analise nos testes de biossensibilidade. Além
disso, a banda 2 (maiores comprimentos de onda) se estende para mais longe da
superficie do que a banda 1 (menores comprimentos de onda), isto €, ela penetra
mais no meio dielétrico.6 Isto diminui sua sensibilidade na superficie onde as
biomoléculas encontram-se adsorvidas. Com base nisso € possivel verificar que
somente a resolugdo e sensibilidade do bulk ndo podem ser considerados como
unicos indicadores para analise do desempenho de um banda plasménica.

Apos a modificacdo com biotina foi verificado um deslocamento para o
vermelho de ca. 1,0 nm da banda 1, em relagdo a modificacdo com a camada prévia
de cisteamina. Em seguida foi observado um deslocamento de 1,2 nm para a
mesma banda apdés a adsorcdo de estreptavidina na superficie do sensor via
interagdo com a biotina (Figura 26). No total, foi observado um deslocamento de

2,2 nm apoés a imobilizacdo de biomoléculas na superficie do sensor.
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Figura 26. Deslocamentos obtidas para a banda 1 (Figura 25) observadas apos
cada etapa de modificagdo da superficie 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 preparagdo da superficie do ouro com MUA ao invés de
cisteamina, seguida de imobilizacdo de BSA (biomolécula protéica). O MUA é uma
escolha conveniente para imobilizacdo covalente de proteinas usando um método
de acoplamento via amina.}*® Mas para permitir a imobilizacdo covalente de
proteinas a monocamada de MUA deve ser ativada. O MUA apresenta grupos
acidos carboxilicos orientados na superficie do substrato quando imobilizado na
superficie do ouro e para que seja possivel imobilizar proteinas nesta monocamada
0s grupos acidos devem ser modificados utilizando uma mistura de NHS/EDC. Esta
reacdo resulta na formacdo de ésteres succinamidas reativos na superficie, a qual
pode combinar com grupos aminas primarias de uma molécula de proteina (como o

BSA) e formar uma ligacdo peptidica com a camada de MUA na superficie. Neste
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caso ndo é necessdaria a etapa de biotinilagdo, uma vez que o BSA (proteina)
interage diretamente com a monocamada de MUA ativada, sem a necessidade do
linker. O esquema de ativacdo da monocamada de MUA, a fim de produzir sitios

ativos para ligagdo com aminas presentes no BSA, esta descrito na Figura 27.

EDC NHS BSA

z‘m
N/\/\ _o N
H;C He

Figura 27. Esquema de ativacdo do grupo carboxiico do MUA usando EDC/NHS e

acoplamento da molécula de BSA.

Para os testes de biossensibilidade nas grades de relevo a superficie 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 utlizada pois a grade mais sensivel sofreu danos
irreparaveis enquanto era manipulada no laboratério). Os espectros de transmisséao,
em solucdo aquosa, foram obtidos ap6s cada etapa da modificagdo e séo
mostrados na Figura 28. Duas bandas foram obtidas neste espectro, uma na regiao
de 590 nm (banda 1) e outra em ca. 660 nm (banda 2). Um deslocamento para o
vermelho do maximo das bandas de transmissédo foi observado apdés modificacao
com BSA. Os comprimentos de onda no maximo das bandas 1 e 2 em funcdo das
etapas de modificacdo estdo apresentados nas Figuras 28A e 28B,

respectivamente. Sao apresentadas ainda, as bandas de transmissdo 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 superficie do substrato

previamente modificado com MUA e ativado com grupos NHS.

1,0 4

= MUA/NHS/EDC
—— MUA/NHS/EDC/BSA

Intensidade (uni. arb.)
o
(o]

0,4-

T T T T T i !
500 600 700 800
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Figura 28. Espectros de transmissao normal de luz s-polarizada para a SRG com
periodicidade de 410 nm e profundidade 120 nm apo6s a modificacdo da superficie

com MUA/BSA.
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Figura 29. Deslocamento dos maximos de transmissdo normal em funcdo das
etapas de modificacdo da superficie para (A) banda 1 e (B) banda 2 apresentadas
na Figura 28. Em destaque (inset): regides ampliadas dos espectros de transmisséo
normal de luz s-polarizada (Figura 27) para cada etapa de modificacao,

normalizadas.
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Analisando a Figura 29, verifica-se um deslocamento de ca. 7,5nm para a
banda 1 e de ca. 5,6 nm para a banda 2. Para esse substrato a sensibilidade em
ralacdo 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 regressao linear
para a sensibilidade da banda 2 apresenta um valor de R?=0,754, um valor muito
baixo que indica que um modelo linear ndo € o mais adequado para descrever o
comprimento de onda dessa banda com relacdo ao indice de refracdo. Por esse
motivo esse valor de sensibilidade ndo é confidvel e a banda 1 deve ser a melhor
escolha para andlise em teste de biossensibilidade. As bandas obtidas sdo estreitas
e apresentaram deslocamentos proximos a de sensores baseados em arranjos de
nanoburacos com superficie modificada com BSA e até mesmo de outros sensores

baseados em grades de difragdo metalica. '3

4.5. Imobilizacdo de anticorpos e deteccdo do antigeno 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 glicoproteina de massa molecular de 185.000 Da
conhecida como pl185 (ou proteina HER-2/Neu), a qual contém 1255 residuos de
aminoacidos.}* A amplificacdo do gene HER-2 tem sido observado devido a
processos mutagénicos que leva a superexpressao (overexpression) da proteina
HER-2 (ou p185).'* Embora o gene esteja presente em células sadias,’”® a
observacdo da superexpressdo da proteina tem levado ao uso da pl85, ou seus
fragmentos, como analitos marcadores para deteccéo precoce de cancer de mama
(um dos tipos de cancer mais incidentes entre as mulheres segundo o

INCA).2443Alguns estudos clinicos tém relacionado as mudancas na manifestacdo
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do gene HER-2 a muitos canceres humanos, mais notavelmente nos canceres de

® Mais recentemente, estudos tém sugerido o

mama, ovario e gastricos.'
envolvimento do gene HER-2/Neu ao cancer humano de préstata também.'*” Mas o
interesse maior € na ocorréncia do HER-2 como um marcador tumoral para
carcinomas de mama agressivos e resistentes a tratamentos.O arranjo utilizado no
estudo de deteccdo do antigeno pl85 foi o de periodicidade 400 nm, contendo
nanoburacos com 200 nm de diametro em um arranjo quadrado de 16 x 16 pm. Os
espectros de transmissao obtidos para esse arranjo, imerso de solugdes de glicose
com diferentes indices de refracdo, estd mostrado na Figura 30. Foi observada a
presenca de duas bandas plasmoénicas (banda 1 e 2), que € o comportamento
verificado para os outros arranjos ja descritos neste trabalho. Observa-se que a

banda 2 é bem mais intensa e sensivel que a banda 1 (comportamento semelhante

aos dos arranjos ja estudados).
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Figura 30. Espectros de transmissdo normal de luz branca em funcdo do indice de

refracdo para o arranjo de periodicidade de 400 nm.
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A partir destes espectros obteve-se a curva de calibragdo (Figura 31), para a
banda 2 que é a mais sensivel, de onde foi possivel obter a sensibilidade a partir da
inclinacdo da curva. Em destaque na Figura 31 € 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 R?=0,99758. Esse valor de sensibilidade foi semelhante aqueles
obtidos para os arranjos de nanoburacos ja analisados neste trabalho e, portanto,

um arranjo com potencial para detectar a presenca de biomoléculas.
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Figura 31. Deslocamento do Amaximo de transmissdo normal para a banda 2 da
Figura 30 em fungcdo do indice de refragdo, obtidos para o arranjo de nanoburacos
com periodicidade de 400 nm. Em destaque € apresentada a banda 2 (Figura 30)
normalizada e ampliada. De k para t corresponde aos espectros de transmissao

relativos aos diferentes indices de refracéo.
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A superficie da amostra contendo o arranjo de nanoburacos foi modificada
inicialmente com cisteamina, apds isso, com moléculas de biotina e estreptavidina.
Em uma segunda fase da modificacdo, a superficie recebeu moléculas do anticorpo
biotinilado (que reage especificamente com o antigeno p185) através da interacdo
da parte biotinilada deste anticorpo com moléculas de estreptavidina ja imobilizada.
Em seguida, a superficie recebeu o antigeno p 185 e finalmente foi passado sobre a
superficie do sistema o anticorpo secundario que também reage especificamente
com o antigeno p185. A presenca de um anticorpo secundério (o caracteriza o0 modo
de deteccdo sanduiche) melhora a sensibilidade do sensor, uma vez que o0s
antigenos sdo moléculas de relativa baixa massa molar (baixo volume) o que nao
gera mudancgas significativas no indice de refragéo, tornando os deslocamentos das
bandas dificeis de serem observados. Contudo, moléculas do antigeno ligadas a
moléculas de um anticorpo secundario causam uma mudanca relativamente maior
no indice de refracdo o que pode ser mais bem observado através dos espectros de

transmissao.

A Figura 32 apresenta o deslocamento obtido para a banda 2 do espectro de
transmissdo para o arranjo descrito acima para cada etapa da segunda fase da
modificacdo. Esta banda apresentou maior intensidade e sensibilidade com relacao
a banda 1. O destaque nesta Figura 32 apresenta a banda 2 normalizada e

ampliada.

95



100 —
3,0 N g /’/ )
E // \
3095{ \
2514¢ /| ——aAc1 \ +
—~ ] / Antigeno p185
g Sog0{// —AC2 A
= 2,04 1S /
c 680 700 720 740
5] 1,5 — Comprimento de Onda (nm)
= [
S ]
S 1,04
N
[«5]
() 0,5-
0,0 - ]

AC1 | Antigerllo pl185 | AC 2
Etapas da Modificacéo

Figura 32. Deslocamento da banda 2 como funcdo das etapas de modificacéo para
o arranjo de nanoburacos utilizado para imobilizacdo das biomoléculas. Em
destaque: banda 2, do espectro de transmissdo, normalizada e ampliada. AC 1 e

AC 2 correspondem aos anticorpos biotinilado e secundario, 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 modificacdo. Isso € um
comportamento coerente, uma vez que a medida que moléculas vao sendo
imobilizadas na superficie, o indice de refracdo efetivo € aumentado e por isso o
red-shift é verificado (comportamento ja evidenciado para outros arranjos neste
trabalho). Um deslocamento de ca. 1,2 nm foi observado quando o antigeno p185
foi adsorvido na superficie, em relacdo a superficie contendo apenas o anticorpo
biotinilado. Um deslocamento extra de 1,3 nm, em relagdo & amostra contendo o

antigeno (2,5nm em relacdo a superficie contendo o anticorpo biotinilado), foi

96



observado quando o anticorpo secundario se ligou ao antigeno anteriormente

imobilizado.

O deslocamento obtido para o AC 2 em relacdo ao pl185 foi semelhante ao
deslocamento obtido para p185 em relacdo ao AC 1 (1,3 nm e 1,2 nm). Porém o
AC 2 € uma molécula bem mais volumosa que o pl185 e por isso deveria causar um
deslocamento mais intenso na banda de transmissao, mas isso néo foi observado.
Para explicar este fato, devemos lembrar que os SPPs sdo confinados na superficie
do metal e tem amplitude do campo eletromagnético decaindo exponencialmente a
medida que se distancia da interface metal/dielétrico.?* Como as moléculas de AC 2
estdo relativamente mais distantes que as moléculas de pl185 da interface, elas
estdo em uma regido de menor intensidade do campo dos SPPs e, portanto de
menor sensibilidade. Por isso, apesar de mais volumosas, as moléculas de AC 2
guando adsorvidas na superficie do sensor apresentam um deslocamento

semelhante ao das moléculas de p185.

O modo de deteccdo sanduiche promoveu uma melhor sensibilidade a
presenca de biomoléculas na superficie do arranjo, uma vez que o deslocamento
observado para a banda de transmissdo em questdo, em relacdo ao anticorpo
biotinilado, foi duas vezes maior devido ao uso de um anticorpo secundario. Dessa
forma foi possivel verificar que o sensor baseado em arranjos de nanoburacos
estudado neste trabalho foi sensivel a presenca do biomarcador do cancer de mama
em baixa concentracao (30 ng/mL). Com pacientes com cancer de mama com HER-
2 positivo apresentam concentracfes superiores a 20 ng/mL da proteina HER-2 no
plasma sanguineo!*®, podemos destacar que o biossensor estudado neste trabalho

apresenta grande potencial na deteccdo do cancer de mama.
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5. Conclusdes

Foi possivel mostrar que a periodicidade exerce influéncia sobre o espectro
da luz transmitida, observando um deslocamento para o vermelho das bandas a
medida que had um aumento na periodicidade das nanoestruturas e é possivel
ajustar as condicdes de ressonancia alterando esse parametro. Em ambos os
casos, entre as duas bandas observadas nos espectros de transmissdo das
amostras estudadas, a banda situada em maiores comprimentos de onda se
mostrou mais sensivel a mudanca de periodicidade e este fato é mais relevante
para os substratos contendo os arranjos de nanoburacos, onde o deslocamento da
banda mais sensivel 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, € maior do
gue a maxima 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 sao
substratos mais simples de serem fabricados e por isso podem ser usados como
alternativa para substratos plasmoénicos de baixo custo. A banda situada em
maiores comprimentos de onda é mais sensivel para ambos 0s substratos do que a
banda localizada na regido de menores comprimentos de onda.

Conclui-se ainda que ambos o0s substratos (nanoburacos e SGRS) se
mostraram sensiveis quanto a presenca de biomoléculas imobilizadas na superficie
das nanoestruturas. Este fato, somado a capacidade de integracdo com o sistema

microfluidico (no caso das amostras contendo arranjos de nanoburacos), torna os

substratos com grande potencial para aplicacdo como biossensores que monitoram
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eventos de ligacdo entre moléculas que apresentam bioafinidade, por exemplo, a
interacdo anticorpo-antigeno usada para a deteccao precoce de cancer.

As amostras contendo o arranjo de nanoburacos se mostraram sensiveis a
presenca do antigeno p185 no modo de deteccdo sanduiche, que € uma proteina
usada como biomarcador de cancer de mama agressivo. Essa proteina foi
detectada em uma concentracdo de 30 ng/mL, concentracdo proxima 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 aplicacdo na deteccao precoce de cancer de mama,
uma vez que € possivel promover estudos de otimizacdo da periodicidade do
arranjo de forma a produzir nanoestruturas com maior sensibilidade e obter menores

limites de deteccéo.
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