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A bactéria Escherichia coli (E. coli) e o parasita Taenia solium (T. solium) sédo
microrganismos causadores de infec¢cbes em humanos. Os principais métodos de
deteccdo dessas infeccBes consistem em analises laboratoriais realizadas por
equipamentos e reagentes de custo elevado e ainda sim podem levar dias para
concluirem os resultados. Neste contexto, esta pesquisa apresenta o desenvolvimento de
nanobiossensores por suspensdes de nanoparticulas de ouro (AuNPSs), por fibra Optica
plastica (POF) em forma de “U” revestida com nanofilme de ouro e revestida com
AUNPs para detec¢do da bactéria E. coli e T. solium. A POF e as nanoestruturas foram
usados por permitirem o desenvolvimento de sistemas de diagndstico e deteccdo por
monitoramento remoto e em tempo real em uma instrumentacdo precisa, de féacil
manuseio e de baixo custo. O nanofilme foi produzido por deposi¢édo catdédica em uma
camera de um Sputtering e as AuNPs por sintese quimica. Os sensores foram avaliados
quando a estabilidade, a variabilidade e a sensibilidade. Os nanobiossensores a POF
com nanofilme de ouro apresentou um limite de deteccdo para a bactéria E. coli de
1,5 x 108 UFC/mL. A suspensdo de AuNPs contendo anticorpo para a captura de
antigenos de T. solium apresentou um limite de deteccdo superior a 0,1 pg/mL,
correspondendo a faixa de concentragéo indicativa de infec¢do. O nanobiossensor a POF
contendo AuNPs apresentou sensibilidade de 159,43 nm/RIU. Portanto, esses resultados
demonstram que esta tecnologia pode ser uma eficiente ferramenta para analise de rotina

em amostras clinicas.

Vi



Abstract of Thesis presented to COPPE/UFRJ as a partial fulfillment of the requirements

for the degree of Doctor of Science (D.Sc.)

NANOBIOSENSOR BY SURFACE PLASMONIC RESONANCE FOR
PATHOGENS DETECTION

Ariadny da Silva Arcas
March/2022

Advisors: Marcelo Martins Werneck
Regina Célia da Silva Barros Allil

Departament: Nanotechnology Engineering

The bacterium Escherichia coli (E. coli) and the parasite Taenia solium (T. solium)
are microorganisms that cause infections in humans. Their main detection methods
consist of laboratory analyzes carried out by expensive equipment and reagents, and
even so, it can take days to complete the results. In this context, this research presents
the design of nanobiosensors by suspensions of gold nanoparticles (AuNPs) and by
plastic optical fiber (POF) in a “U” shape coated with either gold nanofilm or coated
with AuNPs for E. coli and T. solium detection. POF and nanostructures were used
because they allow the development of diagnosis and detection systems by remote
monitoring and in real time in an easy-to-handle instrumentation, accurate, and low
costly. The nanofilm was produced by cathodic deposition in a sputtering chamber and
the AuNPs by chemical synthesis. The sensors were evaluated for stability, variability,
and sensitivity. The POF nanobiosensors with gold nanofilm showed a detection limit
for E. coli bacteria of 1.5 x 10® CFU/mL. The AuNPs suspension containing antibody
for the capture of T. solium antigens showed a detection limit higher than 0.1 pg/mL,
corresponding to the concentration range found in human blood. The POF
nanobiosensor containing AuNPs showed a sensitivity of 159.43 nm/RIU. Therefore,
one tool turns out that this technology can be efficient for routine analysis in scheduled

clinics.
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1. INTRODUCAO

A nanotecnologia tem atraido consideravel atengdo nos ultimos anos, despertando
interesse da comunidade cientifica nas areas da fisica [1], quimica, Ciéncia da
Computacdo, Engenharia, Biologia [2] e principalmente da Medicina [3].

Nanotecnologia pode ser definida como a manipulacdo e a aplicacdo de estruturas
entre 1 a 100 nanémetros (nm) em pelo menos uma de suas dimensées, onde nesta escala
0S materiais exibem propriedades Unicas [4].

Os nanomateriais podem ser sintetizados em diversas geometrias, desde esferas,
bastdes, nanofilmes e tubos. Sua grande razdo entre a area superficial e volume o0s torna
mais reativos e adequados para funcionalizacdo ou imobilizacdo de sua superficie,
permitindo o acoplamento de moléculas, uso em tratamento terapéutico [3] ou para
diagnostico.

Nos Ultimos anos, a compreensdo do efeito da Ressonancia Plasmonica de
Superficie (SPR) e a Ressonancia Plasménica de Superficie Localizada (LSPR), que
explica 0 comportamento optico destes nanomateriais, resultou em grandes avancos nesta
area como o desenvolvimento dos nanobiossensores [5], dispositivos que convertem
eventos biol6gicos ou moleculares em um sinal mensuravel [6]. Sua sensibilidade esta
atrelada as percepcdes das variacOes de indice de refracdo (IR) do ambiente quimico
circundante [7], funcionando como um amplificador do sinal detectavel, e convertendo
essas alteracdes, em mudancas espectrais de absorbancia ou transmitancia [8].

O IR do meio, pode ser melhor percebido alterando as caracteristicas do
nanomaterial, tais como: tamanho, forma [9], condutividade, funcionalizacdo para a
ligacdo seletiva e deteccdo de moléculas e alvos bioldgicos [10]. Esses nanomateriais
também funcionam como suporte para o elemento de reconhecimento, podendo ser
empregadas nanoparticulas, nanotubos de carbono [10, 11] além dos nanofilmes.

As propriedades fotoluminescentes e Opticas dos nanomateriais possibilitam o
desenvolvimento de sistemas de diagnostico e detecgdo de resposta rapida [12], de baixo
custo (pelo uso de baixas concentragdes do material que constitui a sonda e o elemento
de reconhecimento) [11], permitem a realizacdo de multiplas andlises clinicas
personalizadas e de diagndsticos precisos em um so dispositivo [6].

Dentre os sistemas de diagndsticos e deteccdo de patdgenos 0s que empregam
nanotecnologia junto com fibras dpticas tém sido amplamente explorados, devido

principalmente a capacidade de monitoramento em tempo real, instrumentagédo compacta,
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acessibilidade, precisdo, monitoramento remoto, facilidade de manuseio e de
acoplamento [13].

Neste &mbito, a nanotecnologia e sistemas a fibra Optica plastica é uma forte aliada
para a deteccdo de infeccBes bacterioldgicas e parasitarias em humanos e, que séo a
principal causa do aumento significativo na patogénese e morte em todo o mundo,
superando até mesmo as doencas como o cancer [14]. Entre as doencas infecciosas e
parasitarias, as causadas pelo parasita T. solium e pela bactéria Escherichia coli se
destacam por se tratarem de doencas tropicais comumente negligenciadas e de demorado
diagnostico.

A Taenia solium (T. solium) é um parasita que tem 0s suinos como hospedeiro
intermediério e os humanos como definitivo, onde € responsavel por duas doencas
distintas: a teniase e a cisticercose [15]. A teniase é causada pelo consumo de carnes
bovinas ou suinas cruas ou mal cozida contendo larvas da Taenia, onde no intestino
humano se desenvolvem causando infecgdes [16]. J& a cisticercose € uma doenca
desencadeada pela ingestao de 4gua ou o consumo de alimentos contaminados com ovos
da T. solium, ou popularmente conhecida por solitaria. No organismo, 0s ovos podem se
romper liberando a larva conhecida por cisticerco, e que ao atingir a corrente sanguinea
alcancam varios 6rgéos [17].

Em 2015 no mundo cerca de 2,56 a 8,30 milhdes de pessoas foram acometidas pelo
parasita T. solium [18-20]. Contudo, essa estatistica pode ser ainda maior, tendo em vista
gue muitos casos nao sdo devidamente diagnosticados [15].

O diagnostico para T. solium é atualmente baseado em um conjunto de técnicas e
equipamentos que requer: a coleta de fezes ou de material da regido anal para exames
parasitologicos, a coleta do soro e liquido cefalorraquidiano para ensaios imunoldgicos
como o0 Ensaio de Imunoabsor¢cdo Enziméatica (ELISA) e oEnsaio de
Imunoeletrotransferéncia Ligada a Enzima Blot (EITB) [21]; imagens cerebrais para a
identificagdo do cisticerco em varias fases de desenvolvimento, tais como a Tomografia
Computadorizada (TC) [15], avaliacdo clinica, epidemioldgica [22] e dados radioldgicos
com o uso da Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Portanto, o controle da teniase e
da cisticercose e de outras infeccBes dependem das condicGes econémicas, sociais e
culturais de cada regiéo e pais [23, 24].

Diferentemente do parasita T. solium a bactéria Escherichia coli (E. coli) € um
microrganismo presente naturalmente na microbiota do intestino de animais de sangue

quente, inclusive o do homem [25]. Contudo, quando presente em alimentos ou na dgua
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de consumo, indica contaminacdo direta de origem fecal e a depender do sorotipo da
bactéria, podem apresentar potencial patogénico, podendo inclusive levar a morte [26].

No Brasil entre 2007 a 2020, foram notificados, por ano, uma média de 662 surtos
por Doenga de Transmissdo Hidrica e Alimentar (DTHA). Entre os surtos notificados, os
mais prevalentes estdo as bactérias Escherichia coli com 35,7 % dos casos, a Salmonella
com 14,9 % e o Staphylococcus com 11,5 % [27].

Os surtos pela bactéria E. coli vem crescendo, e dentre as espécies que foram
diagnosticadas prevaleceram as espécies de E. coli enteropatogénica (EPEC),
enteroagregativa (EAEC) e E. coli ssp. [28]. Contudo, o nimero de casos e de espécies
da bactéria podem ser ainda maiores, tendo em vista que nem todos 0s casos de infeccao
sdo devidamente diagnosticados. Deste modo, o desenvolvimento de sistemas de
deteccdo da bactéria, cada vez mais eficazes, portateis, de resposta mais rapida, mais
praticos que as técnicas convencionais [18-20] e com menores custos de analise, continua
sendo uma necessidade [6, 10].

Neste contexto, esse trabalho prop6e o desenvolvimento de trés nanobiossensores
por Ressonancia Plasmonica para deteccdo desses patogenos. O primeiro nanobiossensor
consiste no uso de fibras opticas plasticas (POF) em forma de “U” revestido com um
nanofilme de ouro, imobilizado com anticorpos para a captura e deteccdo da bactéria
E. coli. A captura da bactéria pelo anticorpo resulta em mudancas do indice de refracdo
no meio local circundante e em alteracGes de Ressonancia Plasmonica de Superficie
(SPR), que foram medidos empregando um setup eletrdnico por modulacdo de
intensidade da luz transmitida pela POF.

O segundo e o terceiro nanobiossensores foram desenvolvidos para funcionarem
pelo principio de Ressonancia Plasmonica de Superficie Localizada (LSPR). O segundo
sensor consiste nas sinteses de suspensdes coloidais de nanoparticulas de ouro (AuNPS)
por duas rotas quimicas: a por Turkevich e pelo de Crescimento Mediado por Semente
(MCMS). Em seguida as suspensdes coloidais foram caracterizadas, aminada,
funcionalizadas e empregadas na deteccdo de antigenos do parasita T. solium.

O terceiro nanobiossensor, consiste no uso de Fibra Optica Plastica (POF)
moldados em forma de “U” com a extremidade e regido sensivel imobilizadas com
nanoparticulas de ouro. As AuNPs na superficie da POF foram aminadas, e imobilizadas
com anticorpos especificos para a captura e detecgdo de antigenos do parasita T. solium.

Finalmente, ap6s 0s ensaios, 0 nanobiossensores foram avaliados quando a

estabilidade, a variabilidade e a sensibilidade.



2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL
Desenvolver nanobiossensores por Ressonancia Plasmonica para deteccdo de

patdgenos como alternativa portatil e de resposta rapida.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Desenvolver nanobiossensores por Ressonéancia Plasmonica para:
a) Deteccdo da bactéria E. coli;
e Caracterizar 0 nanossensor revestido com o nanofilme, incluindo sua
sensibilidade a variacdo do indice de refracdo do meio circundante;
e Avaliar o protocolo de imobilizacao bioldgica;
e Testar 0 nanobiossensor na deteccao e seletividade para a bactéria E. coli;
b) Deteccdo de antigenos do parasita T. solium;
¢ Sintetizar e avaliar a sintese de AuNPs usando duas rotas quimicas diferenciadas;
e Caracterizar as nanoparticulas (NPs) sintetizadas, incluindo sua sensibilidade a
variacdo do indice de refracéo;
e Auvaliar as sinteses de AuNPs com melhor compatibilidade bioquimica e

estabilidade para o desenvolvimento do nanobiossensor;

Avaliar o protocolo de imobilizacéo bioldgica;

Testar o nanobiossensor na detecc¢do e seletividade para a deteccdo de T. solium;

Construir o sensor a POF em forma de “U” imobilizado com AuNPs;

Testar a estabilidade e sensibilidade a variacdo do indice de refracdo do sensor
POF com AuNPs;

e Avaliar o protocolo de imobilizagao bioldgica;

¢ Imobilizagdo biologica e testes com o sensor POF em forma de “U” com AuNPs
para a deteccdo de T. solium;

e Comparar a sensibilidade e o funcionamentos dos nanobiossensores

desenvolvidos para a detec¢édo de antigenos de T. solium.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 NANOTECNOLOGIA E NANOMATERIAIS

No final de 1959, o fisico Richard Feynman, palestrava a concepgao de que: “Existe
muito espaco 14 embaixo” traduzida do inglés “There is plenty of room at the bottom,” e
que posteriormente foi considerada a primeira palestra sobre tecnologia e engenharia na
escala atdmica [29]. Feynman, acreditava na possibilidade do controle e da manipulagéo
da matéria em escala atbmica, e que esta, permitiria o surgimento de uma infinidade de
propriedades possiveis para as substancias [30].

Cinquenta anos depois, suas ideias foram consideradas as precursoras para 0O
surgimento de um novo campo de estudo, o da nanotecnologia.

A nanotecnologia atualmente é definida como o ramo da Ciéncia e da Engenharia
dedicado a caracterizacdo, a manipulacdo e a aplicacdo da matéria em escala entre 1 a
100 nandmetros (nm), onde nesta condi¢do os materiais exibem propriedades Unicas que
sdo aproveitadas na producgédo de novos dispositivos, estruturas e materiais [4, 31]. E a
nanociéncia ao estudo desses nanomateriais [32].

Na ultima década, as atividades no campo da nanotecnologia tém sido intensamente
estudadas [33], motivado pelo desenvolvimento e inovagOes nas propriedades dos
nanomateriais. Neste contexto, as nanoparticulas metalicas e os nanofilmes [34], tem
atraido grande interesse [35] em virtude de suas caracteristicas fisico-quimicas ajustaveis,
tais como: ponto de fusdo, molhabilidade, condutividade elétrica e térmica [32], atividade
catalitica [36], absorcdo de luz e dispersdo [37, 38], 0 que tem resultado em diferentes
caracteristicas em relacdo as suas estruturas em macroescala.

Muitos nanomateriais existem na forma de dispersGes coloidais, como as
nanoparticulas de ouro (AuNPs) que podem ser sintetizadas por diferentes processos,
resultando em varias formas e tamanhos, tais como: nanoesferas [39], nanobastdes [40,
41], nanoconchas [42], nanocubos [38], nanofios [37], nanocluster, nanoestrela [43],

como podem ser vistos na Figura 1.
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Figura 1 — Geometrias das nanoparticulas de ouro. Fonte: Adaptado de [43].

Diferentes geometrias resultam em diferentes aplicacGes, reatividade e respostas a
Ressonancia Plasmonica.

O aumento da reatividade das NPs esta atrelado a sua maior razéo entre a area de
superficie e o volume, onde mais 4&tomos estardo disponiveis para intera¢cbes com outros
materiais ao seu redor (Figura 2.a), resultando em estruturas com propriedades Unicas, se
comparado com 0 mesmo elemento quimico em macroescala [36], como podem ser vistos
na Figura 2.b.

(a) Nanocubo

Energia Superficie
(b) Cubo } ’

} Energia interna
D ";}'Envrzin Superficie
)

Figura 2 - Arranjo dos atomos em um: (a) nanocubo e um (b) cubo. Fonte: Adaptado de [44].

Na Figura 2 o cubo apresenta em relagdo ao nanocubo uma menor energia de superficie.
Isso se deve ao arranjo dos atomos, onde neste caso a grande quantidade de a&tomos estdo
organizados a uma distancia que minimiza as forcas de interacao entre eles, mantendo-os
unidos em um estado de menor energia [45]. Os atomos localizados nas extremidades tém
a sua energia de superficie compensada por toda cadeia de atomos do interior,
minimizando assim a energia excedente. O mesmo ndo acontece com o nanocubo, onde
a maioria dos atomos estdo na superficie do material e apresentam sitios de coordenacéao
livres [44, 46] e os atomos do interior (energia interna) ndo sao numerosos o suficiente

para compensar esse acréscimo de energia na rede atbmica. Por este motivo as
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nanoparticulas ou nanoestruturas apresentam uma maior energia superficial, o que resulta
em uma maior reatividade. Portanto, as NPs s&o pequenas o suficiente para confinar seus
elétrons [31,47] e que sob determinadas condicGes, resultam em um fendmeno conhecido
por Ressonancia Plasmonica de Superficie Localizada do inglés “Localized Surface
Plasmon Resonance ” (LSPR) [48] e que sera abordado no item 3.3.2 deste capitulo.
Dentre as nanoparticulas, as de ouro (AuNPs) tem sido recentemente utilizada, em
virtude da sua biocompatibilidade, facilidade de sintese [33] e propriedades Opticas [49].
Em nanoescala, 0 movimento dos elétrons do ouro é restrito, resultando em diferentes
reacOes em presenca da luz e uma Unica e forte banda de absorcéo Ultravioleta-visivel

(UV-Vis) [31], associadas as dimensdes da NPs, como podem ser vistos na Figura 3.

L LY Y

30 nm 40 nm 70 nm 80 nm

(a) (b)
Figura 3 -(a) Escala de cores das suspensdes de AuNPs em diferentes tamanhos; (b) Espectro de
absorbancia em funcédo do tamanho das AuNPs. Fonte: Adaptado de [50].
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Na Figura 3.a quando a suspensdao de AuNPs apresentam diametro préximo de 30 nm,
sua cor € avermelhada [36]. Mas a depender do tamanho, forma, interacdes
interparticulas, concentracdo das AuUNPs em suspensdo e indice de refracdo local [51,52]
apresentam cores, propriedades [38] e espectro de absorbancia caracteristicos [53], como
vistos na Figura 3.b. Em vista disso, o tamanho das NPs desempenha um papel importante
na determinacdo da area de superficie [54] e, portanto, devem ser otimizados antes da
aplicagdo como nanobiossensores [55].

A producdo das suspensBes coloidais de AuNPs, em sua maioria Sdo por via
quimica, que consiste na reducdo do acido tetracloroadrico (HAuCls) em presencga de uma
agente redutor forte que produz 4tomos de ouro para a formagéo das NPs. O tamanho das
AUNPs pode ser controlado alterando as concentragdes do agente redutor e/ou precursor
(HAuUCls), a temperatura que influenciara na cinética, a intensidade da forca de ligacdo
entre 0 agente de passivacao ou surfactante [54], tempo, e do potencial hidrogenidnico
(pH) [48]. Dentre esses, o controle do pH e da temperatura séo considerados critico para
a obtencdo de uma dispersdo homogénea de tamanho [56], com baixo estado de

agregacao, alta concentracéo e estabilidade [57].



Os nanofilmes de ouro podem ser produzidos por diferentes técnicas, em Vvarias
espessuras resultando em filmes rigidos ou flexiveis e em diferentes cores em funcéo da
taxa de deposicdo. A cor azul claro, por exemplo, predomina nos nanofilmes com
aproximadamente 3,5 nm de espessura e acima desta uma coloracdo dourada transparente
a dourado espelhado [58, 59]. A Figura 4 mostra laminas de vidros contendo nanofilmes

de ouro, de diversas espessuras, depositados através da técnica de Sputtering.

Figura 4 — Fotos de ldminas de vidro com deposic¢éo de nanofilmes de ouro de diversas espessuras.

Os nanofilmes diferem das NPs pela interagdo da luz com a superficie de um metal de
espessura nanomeétrica, que em determinadas condi¢BGes resultam na capacidade de
propagacao de luz sobre esta superficie resultando no efeito do SPR. Como nanossensores
os nanofilmes permitem a medida por modulacdo de angulo, de frequéncia ou de
intensidade [60-62].

3.2 NANOSSENSORES

Ao longo dos ultimo 20 anos, as pesquisas e aplicacdes com 0s nanossensores tem
crescido consideravelmente, sendo avaliado em US$ 441,91 milhdes de ddlares em 2020,
com uma previsdo estimada de mercado de US$ 8.426,45 milhdes de dolares em 2026
[63]. Esta tendéncia crescente do mercado global de nanossensores estd sendo
impulsionada pela demanda por produtos de qualidade, com baixo custo, tamanho
compacto, maior confiabilidade e baixo consumo de energia. Além disso, apresenta-se
como uma alternativa para a inddstria farmacéutica, para a medicina, automotiva,
energeética, seguranga militar [64-65] entre outros. As tendéncias geogréficas do mercado

mundial de nanossensores podem ser visualizados na Figura 5.
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Figura 5 -Tendéncia de participacdo no mercado mundial de nanossensores entre 2019 a 2026. Fonte:
Adaptado de [63].

Como vistos na Figura 5, os paises da Américas do Norte e da Asia apresentam forte
tendéncia no desenvolvimento e participacdo no mercado de nanossensores, motivados
pela necessidade de inovacdo na area da medicina, farmacéutica, militar,
telecomunicacdo, industrial, alimentos, entre outras [63].

Um nanossensor consiste de um sistema de medi¢do de dimensdo nanométrica,
contendo um elemento de reconhecimento que pode ser biolégico, fisico ou quimico, e
por um transdutor que permite interpretar os resultados [66]. Os principais elementos

empregados no desenvolvimento dos nanossensores sao Vvistos na Figura 6.
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Figura 6 — Componentes tipicos de um nanossensor. Fonte: Adaptado de [67-69].

Como apresentado na Figura 6, a amostra ou analito entra em contato com o elemento de
reconhecimento podendo ser um anticorpo, células, enzimas, fragmentos do acido
desoxirribonucleicos (DNA) ou do &cido ribonucleico (RNA) e que provocam mudancas
fisico-quimica (que podem ser Opticas, térmicas, magnéticas, acusticas ou elétricas). A
interface (fibras Opticas, nanoparticulas, eletrodos ou nanofilmes) atua como um

transdutor, onde processa e converte esse sinal fisico-quimico em um sinal mensuravel.



Na etapa seguinte, a unidade processadora de sinal ird amplificar o sinal e transferi-lo
para um monitor ou dispositivo, onde a visualizacdo de dados informaré ao usuério se o
analito foi ou n&o identificado e/ou a sua concentragdo na amostra [71, 72].

Os nanossensores baseados em LSPR e SPR sdo sistemas em ampla expansdo que
aproveitam as propriedades Unicas dos nanomateriais de metais nobres como
transdutores. Esses sistemas, apresentam inumeras vantagens, entre elas: estrutura
facilmente adaptavel, portatil e custo mais baixo em termos de fabricacéo de sensores.

A construcdo dos nanossensores, geralmente € direcionada para a detec¢do biologica,
recebendo, portanto, a denominacéo de nanobiossensores. Um nanobiossensor foi reportado
por SUTHANTHIRARAJ, et al., (2019) [73] para a deteccdo de antigeno do virus da dengue,
com capacidade para deteccdo de 0,06 pg/mL da proteina do virus. SAMAVATI, et al., (2020)
[74] desenvolveram um sistema para diagnostico da COVID- 19 em saliva de individuo sadios,
em estagio inicial e avancado da doenca. O nanobiossensor desenvolvido por eles foi capaz de
diagnosticar amostras de pacientes sadios, em estégio inicial de infeccdo com concentracdo de
virus de 1,6 x 10° copias/mL, apresentando desvios de comprimento de onda e variagio de
amplitude de: 0,39 nm e 0,48 dB e na fase hiperinflamatdria da doenga com concentragdo de
virus de 1,2 x 108 copias/mL, como sendo de: 0,92 nm e 1,68 dB.

LUZ, et al., (2015) [75] desenvolveram um sistema usando uma camada de nanofilme
de ouro funcionalizada com antigenos da Trypanosoma cruzi (T. cruzi) para deteccdo de
anticorpos anti-T.cruzi em soro humano. O nanobiossensor permitiu uma detec¢do qualitativa,
simples, eficaz, rapida e especifica de anticorpos anti- T. cruzi.

No que se refere a detec¢do bioldgica com o uso da nanotecnologia, outros trabalhos
foram encontrados e estéo listados de forma resumida na Tabela 1.

Tabela 1 — Referéncias de nanobiossensores testados na deteccédo bioldgica.
Limite de deteccéo

Nanomaterial Detecgdo

(UFC/mL) *
Nanobastdes de ouro E. coli O157:H7 5x 10*[76]

Escherichia coli B40 108 [77]
10¢ [78]

Nanoparticulas de ouro Salmonella typhimurium 1,1x 107 [79]
10°[80]
10%[81]
Nanofilme de ouro Escherichia coli K12 10* [82]

*UFC/mL- Unidade formadora de coldnias por mililitros
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3.3 FUNDAMENTOS DE RESSONANCIA PLASMONICA

Para explicar os fundamentos dos nanobiossensores por SPR e LSPR, é necessario
compreender o conceito basico de plasmons, plasmons de superficie e plasmons de
superficie localizados, que serdo detalhados a seguir.

Os plasmons estdo inseridos nas areas da fotdnica que estuda a interagdo do campo
eletromagnético e dos elétrons livres na interface entre um dielétrico e um metal. O
componente importante do material dielétrico é o metal, e é nele que ocorre a propagacao
de plasmons de superficie (SP) [83]. Isso acontece, principalmente porque 0s metais estdo
ligados por reticulos cristalinos, sendo que cada a&tomo fica circundado por 8 ou 12 outros
atomos do mesmo elemento metalico, tendo, portanto, atracdes iguais em todas as
diregBes. Visto que os atomos dos metais possuem entre 1 e 3 elétrons na ultima camada
eletronica ou camada de valéncia e esta se encontra afastada do nucleo, os elétrons

escapam facilmente e transitam livremente pelo reticulado, ilustrado na Figura 7.

000,
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Elétrons livres

Figura 7 - Representacéo do arranjo tridimensional regular da superficie de um metal cercada por uma
nuvem de elétrons. Fonte: Adaptado de [84].

Um pladsmon pode ser entendido como uma onda proveniente da oscilacéo coletiva
de elétrons em um material. No caso de metais, essa onda se propaga em sua superficie
dando origem ao termo: plasmons de superficie.

Quando a interacdo da luz ocorre na superficie de uma nanoparticula metalica e esta
entra em ressonancia, é chamada de Ressonancia Plasménica de Superficie Localizada
(LSPR) [35]. O termo localizado se refere ao confinamento do plasmon na superficie da
nanoparticula que apresenta tamanho comparavel ou menor que o comprimento de onda
da luz usada para excitar este plasmon.

Esses efeitos permitem que nanofilmes e NPs possam ser usados ndo somente
como transdutores Opticos, mas também como amplificadores de sinal em fungdo do IR
do meio e suportes para detectar e quantificar analitos quimicos ou biolégicos por meio
do monitoramento de mudangas nos espectros de absorbancia [51].

Os metais tipicamente empregados para produzir plasmons de superficie sdo o ouro,
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a prata e o cobre. Apesar da prata exibir bandas de plasmons de superficie mais estreito e
intenso do que o ouro, a maior estabilidade quimica das nanoestruturas de ouro favoreceu
sua aplicacdo preferencial como nanobiossensor [12]. Também apresentam como
vantagem a sua sensibilidade as mudancas de IR pela maior area superficial e assim uma
elevada energia superficial [85] e apresentam pico maximos de absorcao da luz na faixa
do UV-Vis.

3.3.1 RESSONANCIA PLASMONICA DE SUPERFICIE (SPR)

A aplicacdo do fenbmeno de ressonancia plasmdnica em sensoriamento tem sido
muito promissora, principalmente na area da nanomedicina, devido a sua enorme
sensibilidade a variagdo do IR do meio. Ademais, o fenémeno produz intensas oscilacdes
eletrénicas na superficie do nanofilme metalico mesmo para uma luz incidente de baixa
intensidade.

Nos ultimos 20 anos, com o0 aprimoramento das técnicas de caracterizacao a nivel
atdmico, o desenvolvimento de nanobiossensores baseada em SPR tem obtido grande
sucesso devido a sua alta sensibilidade. A configuracdo mais utilizada para sensoriamento

por SPR é a de Kretschmann, ilustrada na Figura 8.
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Figura 8 — Sensoriamento por SPR - Configuragdo de Kretschmann onde sdo mostrados os campos
eletromagnéticos formados pela SPR; (a) Analito; (b) Superficie do prisma; (c) Campo
evanescente; (d) Oscilacdo dos elétrons; (e) Plasmons de superficie; (f) Alcance do campo
evanescente. Fonte: Adaptado de [86-87].

Nesta configuracdo presente na Figura 8, os dois meios transparentes séo 0 meio onde se
encontra o analito (Figura 8.a) e o da superficie do prisma (Figura 8.b). Também, o IR do
meio dielétrico por onde a luz incidente se propaga deve ser maior do que a do meio
dielétrico do analito. Nessa condicdo, € gerado um campo evanescente (Figura 8.c)

perpendicular a interface metal-dielétrico, que é responsavel por excitar os eletrons livres,
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resultando em sua oscilacdo. Esta oscilacdo faz com que por periodos muito curtos de
tempo, esses elétrons se acumulam em um lado da superficie da rede atbmica (Figura 8.d)
com uma frequéncia de oscilacdo, que denominamos de plasmons de superficie (Figura
8.e). Caso esta frequéncia de oscilacdo dos elétrons ou plasmons se iguale a frequéncia
da radiacdo eletromagnética incidente chega-se a condicdo de Ressonancia Plasmonica
de Superficie (SPR) [46, 66] se propagando sobre a superficie até sua decomposicao, seja
por absorcao ou por transi¢cdo radiativa em um féton [88].

Como nanossensor, o efeito de SPR possui um campo evanescente com um alcance
entre 250 a 1000 nm (Figura 8.f), apresentando portanto uma maior sensibilidade as
variacdes do IR do meio em relagdo ao LSPR [89]. Uma representacdo do alcance do
campo evanescente dos plasmons sdo vistos na Figura 9.
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Figura 9 - Alcance do campo evanescente de um nanofilme. Fonte: Adaptado de [90].

Com um alcance maior do campo evanescente, a técnica por SPR é mais suscetivel
as variacOes ocorridas na amostra a ser analisada, o que significa maior sensibilidade na
deteccdo de variagcdes promovidas por particulas menores que a faixa de alcance do seu
campo evanescente [90]. Por sua vez, aplicagcbes com o efeito da SPR permitem detectar
contaminantes de carater &cido-base, bactérias, moléculas, além de maior resisténcia as
variacdes de temperatura e pH.

O fenbmeno de SPR € fortemente dependente da espessura do filme, do tipo de
metal, do comprimento de onda da luz, do angulo de incidéncia [91], do IR do meio,
podendo ser detectados por modulacdo de frequéncia, angulo ou modulacdo de
intensidade [88, 92].

A instrumentacdo optoeletrdnica necessaria para excitar os plasmons consiste,
basicamente, em uma fonte de luz e uma interface entre os dois meios (como um prisma
ou uma fibra Optica), opticamente densos que é coberta com um nanofilme metalico de
espessura menor que o comprimento de onda da luz incidente [93]. Esta estrutura permite

a aplicacdo do fenébmeno do SPR como sensoriamento devido a sua sensibilidade a
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variacdo do IR do meio, por permitir medicGes diretas em tempo real e por analisar

amostras complexas sem prévia purificagéo [61].

3.3.2 RESSONANCIA PLASMONICA DE SUPERFICIE LOCALIZADA

A Ressonancia Plasmonica de Superficie Localizada (LSPR) consiste na oscilagéo
coletiva dos elétrons livres confinados na superficie das nanoparticulas e ndo em um filme
continuo como no SPR [34, 94, 95]. Com isso, o efeito da ressonancia ocorre
independentemente do angulo de incidéncia da luz. Na Figura 10, é mostrado o efeito da

incidéncia da luz sobre a superficie de NPs esféricas.

L3

Campo
Elétrico Elétrons

Campo
Magnético

AUNP >

Campo
Elétrico

Figura 10 — Exemplificacdo da LSPR, resultante da oscilacio coletivas de elétrons em resposta a um
campo elétrico externo. Fonte: Adaptado de [36, 96].

Na Figura 10, quando a luz incide sobre a superficie da nanoparticula, o campo elétrico
oscilante faz com que os elétrons livres oscilem. Quando a nuvem de elétrons é deslocada
em relacdo a sua posicdo original, uma forca restauradora faz com que esses elétrons
oscilem gerando o LSPR. Esta frequéncia de oscilacdo é altamente dependente da
composi¢do do metal, distancia interparticulas [36], tamanho, da exposicéao a luz, forma,
da natureza do meio local circundante e do IR local [97], visto que esses fatores afetam a
densidade de carga na superficie da nanoparticula [98].

Dentre as geometrias das NPs, as esféricas podem ser mais vantajosas para uso
como nanobiossensores por LSPR, pois, devido a sua morfologia e revestimento, pode
permitir uma imobilizagdo mais direcionada. Além disso, particulas menores produzem
campos eletromagnéticos mais confinados, por isso sdo mais sensiveis a moléculas
individuais e/ou menores, que ocupam uma por¢do maior de sua regido de deteccdo [99],

como podem ser vistos na Figura 11.

14



Analito

4 Ligante

“ -
——~ Campo evanescente
dos plasmons
20-40 nm

Figura 11 — Alcance do campo evanescente das nanoparticulas. Fonte: Adaptado de [90].

Na Figura 11, o campo evanescente dos plasmons das nanoparticulas apresenta um
alcance de aproximadamente 20 a 40 nm [90]. Desta forma, em uma amostra a ser
analisada, o0 nanobiossensor por LSPR serd menos suscetivel a variagdes de IR da amostra
e mais suscetivel a variages promovidas pela imunocaptura, ou seja, a interagdo entre o
anticorpo e o antigeno de interesse presente no meio. Isso significa menos interferéncia
de sinais, pois outras moléculas ou biomoléculas que estiverem presentes nas amostras
serdo invisiveis para o sensor [100]. Portanto este tipo de sistema é recomendado para a
deteccdo de moléculas que estejam compreendidas na faixa do alcance do campo
evanescente como 0s antigenos/anticorpos do parasita T. solium.

A LSPR apresenta como vantagem em relacdo ao SPR, a possibilidade de funcionar
com um sistema Optico mais simples, serem menos sensivel as alteracfes do IR do meio,

a possibilidade de serem usados em circuito integrado (chips), entre outros.

3.4 FIBRA OPTICA PLASTICA

A fibra optica plastica (POF) é um filamento flexivel, transparente, leve e
facilmente moldavel. Essas fibras sdo formadas por um ndcleo de
polimetilmetacrilato (PMMA) [101] com 980 pum de diametro e IR de 1,492, envolvido
por uma casca de polimero fluoretado com 20 pm de espessura ¢ 1,402 de IR para uma

fibra de 1000 um de diametro, como mostrado na Figura 12.
Casca

—————————— Nucleo
______________

1000 pm 980 um

Figura 12 - Segdo transversal da POF. Em destaque observa-se o interior da POF composto pelo ndcleo de
PMMA e revestimento de polimero fluoretado.
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Essas fibras dpticas tém ganhado destaque como transdutores Opticos para medir as
respostas a iluminagdo ou a emissdo de luz [70] em funcdo da variacdo do indice de
refracdo do meio [102, 103].

Embora POFs apresentem limite maximo de temperatura operacional entre -55 °C
a 70 °C [101] possuem diversas vantagens tais como: capacidade de monitorizacdo
remota [104], tamanho compacto [105], moldéveis [106], descartabilidade [70], leve,
imunes & interferéncia eletromagnética [107], sdo inertes a uma gama consideravel de
agentes quimicos e bioldgicos [102], flexibilidade, resisténcia mecanica [108] facilidade
de conexdo [109]. Também, permite o sensoriamento pontual ou distribuido, apresentam
e podem ser combinados com a nanotecnologia [105] para a deteccdo bioldgica,
diagndstico, monitoramento da agua, dos alimentos e de sistemas.

As fibras dpticas plasticas podem ser do tipo monomodo, suportando apenas um
unico modo de propagacdo em todo o seu comprimento [110], ou multimodo, com
capacidade para a propagacéo de luz em diversos modos, como mostrados na Figura 13.

Monomodo

Y 7
] C

Multimodo

\ [/
Abertura N D
%}(—2»93»\7 —9%\07

Figura 13 - Mecanismo de propagacgdo da luz nas fibras monomodo e multimodo. Fonte: Adaptado de
[111].

Nucleo

Niucleo

As fibras do tipo monomodo apresentam o didmetro do nucleo pequeno e na mesma
ordem de grandeza do comprimento de onda da luz que passa através dele. Este tipo de
fibra apresenta como vantagem a transmissdo de informac@es a longas distancias, com
menor perda de luz comparada as fibras multimodo.

As fibras do tipo multimodo apresentam grande abertura numérica, o que permite
transmitir a luz em diversos modos de propagacdo e o uso de diodos emissores de luz
(LEDs) como fonte de luz de baixo custo, facilitando o alinhamento e as emendas de
conexdes [112]. Por este motivo, podem ser usados sensores Opticos quando a distancia

percorrida pela luz for menor que 1 metro [113].
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3.4.1 PRINCIPIO DE FUNCIONAMENTO DA POF

O principio de transmissao da luz em fibras dpticas ocorre por reflexdo interna total
(TIR, do inglés Total Internal Refletion) em funcdo da diferenca de IR entre o nucleo e a
casca. O nucleo (n1) possui sempre um IR maior que o da casca (n2), caracteristica esta
que dependendo do angulo de incidéncia do feixe de luz possibilita o fendbmeno da TIR e
evita a perda de luz para o meio externo [114, 115].

Para que a luz seja guiada no interior da fibra Optica, ela deve atingir a interface
entre o ndcleo e a casca com um angulo ¢1 maior que o angulo critico 6, e este ultimo
pode ser obtido de acordo com Equacao (1).

sen 0, = (M) Equacéo (1)

N2casca

Onde, 6c € o angulo critico, n1 0 IR do nucleo da fibra Optica e n2 0 IR da casca. Portanto,
de acordo com a Equacéo 1 existe uma relacdo limite para que ocorra a refracdo, ou seja,
se a luz incidente apresentar um angulo maior que o angulo critico 6o raio incidente sera
refratado (Figura 14.a) ou se propagara paralelamente a superficie entre os dois meios
dielétricos [116], como podem ser vistos na Figura 14.b. Mas, como mencionado
anteriormente, se 0 angulo de incidéncia for maior que o angulo critico 4. este sera
refletido novamente para o nucleo da fibra, e assim teremos a transmissdo da luz no

interior da fibra Optica, como vistos na Figura 14.c

() A (b) (c)
Refragao Angulo Critico Reflexao Interna Total (TIR)

0,<86, / 0,>6,
iy |

‘ ! !
Figura 14 —Reflex&o de feixes de luz em uma interface de dois meios dielétricos em diferentes angulos;
(a) refracéo, (b) angulo critico e (c) reflexdo interna total. Fonte: Adaptado de [115].

34.2 CAMPO EVANESCENTE
Quando a luz é guiada no interior da fibra dptica e esta sofre TIR, uma pequena
parte da energia da luz (campo eletromagnético) penetra na casca recebendo a

denominacdo de campo ou onda evanescente, como destacado na Figura 15.
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Figura 15 - Campo evanescente gerado pela TIR na interface nlcleo-casca se propaga para o interior da
casca. Fonte: Adaptado de [117].

Quando o campo evanescente € exposto ao meio externo através da curvatura da
fibra ou da exposicdo do nucleo pela remocdo da casca com o uso de solventes, gravura
quimica, polimento lateral ou ablacdo a laser [117], é possivel utilizar a fibra 6ptica como
elemento sensor. Neste caso, na regido onde ocorre a TIR é gerado um campo
eletromagnético que se estende para 0 meio de menor IR (casca) com alcance de
aproximadamente metade do comprimento de onda da luz incidente [94, 107, 117]. Este
efeito é definido como profundidade de penetracéo d, e esta relacionado com a distancia
das moléculas presentes na amostra, cujo efeito é discernivel no campo evanescente [118]
aplicando a Equacéo (2).

d, = A Equacéo (2)

2 2
2n\/(nnﬁcleo sen?01—nZusca

Conforme apresentado na Equacéo 2, o comprimento de onda da luz (1), a proporc¢do dos
indices de refracao Nnacleo € Ncasca € 0 angulo da luz &1 na interface sdo quem determinam
a profundidade de penetracdo dp, e esta pode variar entre 50 a 1000 nm. Portanto, as
reacOes que ocorrem perto da interface perturbam o campo evanescente e, portanto, as
mudancas no sinal podem ser calibradas em funcdo da concentracdo do analito de
interesse [119].

O alcance do campo evanescente, ou dp, € muito pequeno em uma fibra dptica reta,
mas pode ser aumentado expondo o campo evanescente da fibra através da remocao da
casca, por meio do afinamento da fibra ou da curvatura. Alguns exemplos dessas técnicas

s8o vistos na Figura 16.

B Amostra

Campo Evanescente

Campo Evanescente Campo Evanescente

//

Fibra em forma de “U” Fibra reta sem casca Fibra reta afinada
(@) (b) ©
Figura 16 — Exemplos de técnicas para exposi¢cdo do campo evanescente de uma POF para uso como
sensor: (a) afinamento; (b) remogdo da casca; (c) curvatura com polimento. Fonte: Adaptado
de [120].
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Uma vez exposto 0 campo evanescente, a luz que se propaga na fibra vai ser mais
ou menos atenuada de acordo com a concentracdo da amostra [121]. Por meio deste
principio as fibras dpticas podem ser usadas como sensores [118].

3.43 SENSORES POF EM FORMA DE ‘U”

As fibras Opticas, em sua maioria, sdo desenvolvidas para aplicacbes em
telecomunicagéo, entretanto, quando curvamos essas fibras alteramos 0 modo e o angulo
com que a luz se propaga de tal forma que os modos de propagacdo de ordem superior
incidam com angulo menor que o critico e escapem para 0 meio externo [122]. Esta perda
de luz em funcéo da curvatura € denominada de perda de luz por refracdo, e séo vistos na
Figura 17.

Figura 17 — Exemplo da luz escapando da curva de um sensor a fibra dptica plastica em forma de “U”.

Contudo, os modos de propagacdo de ordem inferiores sdo mantidos confinados no
nacleo, e mesmo na curva se propagam por TIR, resultando na perda de luz por absorcao
do campo evanescente pelo meio externo [123]. Um esboc¢o do funcionamento do sensor
em forma de “U” ¢ apresentado na Figura 18.

Fotodetector LED

Amostra

—_— =

Figura 18 — Principio de funcionamento do sensor em “U” por perda por refragdo na curva.

Na Figura 18 uma fonte de luz € acoplada a extremidade da fibra (Figura 18.a) fazendo
0s modos de propagacéo de ordem superior incidam na interface nicleo-casca com angulo

menor que o angulo critico. Assim, parte da luz é transferida para a casca por refracdo
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(Figura 18.b). O mesmo fenbmeno pode acontecer na casca, onde parte da luz é
transferida para o meio externo por refracdo e parte permanece confinada na casca,
podendo retornar ao nucleo (Figura 18.c). A luz que é perdida para 0 meio externo
depende da variacdo do IR em torno da curvatura da fibra (Figura 18.d). Esta perda de
intensidade luminosa em funcgéo do IR do meio € detectada por um fotodetector localizado
na outra extremidade da fibra (Figura 18.e) potencializando seu uso como dispositivo de
sensor optico.

Em um sensor POF em forma de “U” revestido com nanofilme de ouro, a SPR
consiste na propagacdo dos modos de ordem superior que excitam os plasmons do
nanofilme. Considerando uma distribuicdo gaussiana dos modos de propagacdo, 0S
modos de ordem superiores existem em menor quantidade. Contudo, a curvatura do
sensor em forma de “U” contribui para aumentar esse numero, fazendo com que um dnico
feixe de luz incida diversas vezes na superficie do nanofilme, ampliando o fenémeno de
ressonancia [119]. Para cada IR do meio existira um angulo de absorcao especifico que
sera absorvido pela ressonancia dos plasmons, com isso, mais ou menos luz sera
absorvida [123]. O resultado desta absorcdo dependente do angulo de incidéncia da luz,
e pode ser detectado por um fotodiodo.

O uso da POF como sensor por SPR esta condicionada a exposicdo do campo
evanescente da POF, a forma de remocdo da casca e ao processo de deposicdo do
nanofilme. Além disso, o processo de fabricacdo influenciara na estabilidade,

repetibilidade e facilidade de fabricacdo [92].

3.5 NANOFILME DE OURO

Os nanofilmes de ouro podem ser produzidos em Vvarias espessuras e por técnicas
como por: Deposicdo Fisica de Vapor (PVD) que pode ser por evaporagdo ou por
pulverizacdo catddica (sputtering) e pela Deposi¢do por Laser Pulsado (PLD) que
consiste em uma técnica que usa pulsos de energia de laser para remover o0 material da
superficie de um alvo e fixar em um substrato.

A deposicdo por laser pulsado consiste no uso de um laser com alta energia para
derreter, vaporizar e ionizar o material da superficie de um alvo, formando uma pluma de
plasma [124]. Em seguida esta pluma expande e condensa rapidamente em um substrato,
sobre o qual forma um filme [125, 126]. A camara do Sputtering onde ocorre a €
apresentada na Figura 19.
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Figura 19 — Camara do Sputtering onde ocorre a deposicdo por laser pulsado. Em destaque a formagéo
de uma pluma azul na superficie do alvo.

Os parametros de energia do laser devem ser ajustados segundo o tipo de amostra
e caracteristica do filme a ser formado. Além disso, a distancia entre a amostra e 0
substrato, bem como a caracteristica do gas presente na camara de deposi¢do sao fatores
importantes na determinagéo da velocidade da pluma [124].

Na técnica de PVD por evaporacdo, a amostra a ser depositada é colocada sobre um
cadinho ou barquinha (Figura 20.a) onde é aquecida até a fase de vapor (Figura 20.b),
seguida do transporte até a superficie de um substrato, onde condensa formando um

nanofilme.

(@ | (b)

Figura 20 - Camara do evaporador onde ocorre a deposicdo de um filme metalico sobre um substrato de

vidro por evaporagdo. Em destaque: (a) barquinha usado como suporte da amostra a ser
evaporada; (b) barquinha e amostra em aquecimento. Fonte: Adaptado de [109].

Esta técnica apresenta como desvantagem a dificuldade de baixo controlar a espessura do
filme, o elevado grau de contaminacdo, ndo permite a evaporacdo de metais refratarios e
de dificil controle na producéo de nanofilmes compostos.

A pulverizacdo catodica por sputtering € um processo pelo qual atomos ou
moléculas de um material sdo ejetados de um alvo pelo bombardeio de particulas de alta
energia [127]. Neste processo, ocorre a colisdo de particulas incidentes de gas argonio
com particulas da superficie do alvo (Figura 21.a) e que, por sua vez colidem com outros
atomos do alvo para formar um processo em cascata (Figura 21.b). Neste processo, certos

atomos-alvo préximos a superficie ganham impulso suficiente para serem expelidos para
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fora do alvo e serem direcionados para o substrato (Figura 21.c). Durante a deposi¢do um
campo magnético é formado na superficie do catodo alvo que faz aumentar a taxa de
pulverizacdo catddica sobre a superficie do substrato (Figura21.d) [128, 129]. Na
Figura 21 ¢é apresentado um esquema da pulverizacao catddica dentro de uma camara de

sputtering.

Substrato ¢ Elétron

® Ouro

N e S representam os polos na unidade magnética

Figura 21-Representacdo da pulverizagdo na camara de um sputtering onde ocorre a pulverizagdo
catddica. Em destaque: (a) atomo de argbnio; (b) alvo de ouro; (c) atomos de ouro; (d)
nanoparticulas de ouro. Fonte: Adaptado de [130].

Este sistema de deposicéo apresenta varias vantagens pois permite obter: taxas de
deposicdo elevadas, facilidade de pulverizacdo catédica de qualquer metal, liga ou
composto fabricar filmes com alta pureza, adesao extremamente alta dos filmes, excelente
cobertura e capacidade de revestir substratos sensiveis ao calor (incluindo fibras dpticas
plasticas) [129].

3.6 IMOBILIZAC}AO DE NANOFILMES DE OURO

Assim como na funcionalizacdo, a imobilizacao confere compatibilidade bioldgica,
seletividade ao nanobiossensor por SPR via adsorcdo quimica, com a formacdo de
ligacGes covalentes na superficie do nanofilme de ouro [131].

A imobilizacdo € determinada pela natureza quimica da biomolécula a ser
imobilizada, o tipo de elemento transdutor usado e as propriedades fisicas do analito que
séo preponderantes para a escolha e elaboracdo de um protocolo [70].

A abordagem mais comum para a imobilizag&o dos nanofilmes de ouro (Film-Au)
consiste em trés etapas: adicdo de grupos amina na superficie do nanofilme, ativacdo do
agente biologico (anticorpo, enzima, proteinas entre outros) e bioconjugacao.

A primeira etapa consiste no uso de ligantes contendo um radical tiolado que séo

adsorvidos espontaneamente na superficie do nanofilme para formar uma matriz ordenada
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[132, 133]. Esta reacdo quimica de ligacéo entre o tiol e o ouro é descrita por meio da
formacdo de um radical tiolato (Au-SR), um processo em equilibrio quimico com
desprotonacao da molécula de tiol seguida da eliminacdo da molécula de hidrogénio (H2)
da superficie do metal [132].

As principais moléculas tioladas empregadas sdo apresentadas na Figura 22.

(@) (b)
H,N 9
2 /W\/\,/\)J\
" sH HS OH
Cisteamina Acido mercaptoundecan6ico (MUA)
(c) (d)
AN
S=C=S e 07T N,
HsC._O
Dissulfeto de carbono 3-Aminopropil

Trietoxisilane (APTES)

Figura 22 —Reagentes tiolados comumente empregados na imobilizacdo de nanofilmes de ouro; (a)
Cisteamina [59, 67, 82]; (b) MUA [134, 136]; (c) dissulfeto de carbono [137]; (d) APTES
[138].

Uma vez ligado a superficie do Film-Au, o segundo radical do ligante, geralmente
uma amina, se liga ao grupo carboxilico da biomolécula, apds prévia ativacdo. A ativacdo
ocorre com o preparo de uma solugéo de reticulagcdo produzida com a mistura de N-(3-
dimetilaminopropil)-N’-carbodiimida (EDAC) e N-Hidroxisuccinimida (NHS) [139].
Em seguida, essas biomoléculas ativadas sdo ancoradas ou bioconjugadas a amina do
ligante em mais uma imobilizacdo no final da molécula [74, 136]. Apls isso, 0
nanobiossensor estd pronto para ser usado na captura do analito de interesse.

Os ensaios com 0s nanobiossensores produzidos com o nanofilme apresentam, a
depender da espessura, maior aderéncia a superficie do substrato, maior estabilidade
quimica e podem ser configurados para a medida das varia¢des de IR do meio por
modulacdo de angulo ou intensidade.

A modulagéo por angulo consiste no uso de uma fonte de luz com comprimento de
onda fixo e a variagdo do &ngulo de incidéncia sobre a interface metal-dielétrico é imposta
pela variacdo do IR do meio. O resultado é apresentado conforme ilustrado na Figura 23.a

A modulagéo em intensidade utiliza um feixe de luz monocromatica com angulo de

incidéncia fixos para excitar os plasmons [140]. A variacdo do IR no meio resultara em
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variacdes de intensidade determinada pelo uso de um espectrometro (Figura 23.b). Este
tipo de sensor permite 0 monitoramento das medidas em tempo real.
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Figura 23 — Esquema de medida por modulacdo de (a) angulo e por (b) intensidade da luz, em fungdo
da mudanga do indice de refragdo do meio.

3.7 NANOPARTICULAS DE OURO (AuNPs)

A sintese de nanoparticulas consiste basicamente em duas abordagens de sintese e
fabricacdo conhecidas por top-dow e bottom-up. A técnica de top-dow ou “de cima para
baixo” envolve a constru¢do de nanoestruturas, a partir de materiais em macroescala,
como o uso da moagem ou do atrito, por exemplo [45]. Por sua vez, o método bottom-up
ou “de baixo para cima” ¢ o mais empregado e consiste na constru¢do atomo por atomo
ou molécula por molécula para formarem estruturas em nanoescala, como acontece na
sintese quimica [141].

A escolha do método de sintese depende da sua aplicagdo e da caracteristica final
do nanomaterial, que influenciard na escolha adequada dos revestimentos para a

passivacao da superficie das NPs.

24



Os agentes de passivacdo ou estabilizacdo mais comuns incluem, citrato,
surfactantes, tidis, silica e polimeros. As principais diferencas entre esses revestimentos
empregados na sintese das AuNPs em funcdo do tipo de aplicacdo sdo apresentadas na
Tabela 2.

Tabela 2- Principais caracteristicas dos revestimentos empregados na sintese das NPs.
Fonte: adaptado de [50, 142].

Citrato de Brometo de Polietilenoglicol Silica Polivinilpirrolidona
sodio cetiltirmetilamdnio PEG PVP
CTAB
Capacidade
de modificar Muito Fécil Facil Dificil Moderada Féacil
a superficie
Forca de
ligacdo a ) . .
Superficie Baixo Moderado Muito forte Muito forte Moderado
das AuNPs
Estabilidade Boa Excelente Baixa Boa N&o especificado
ao calor
Potencial x -
Zeta <-15mV > +30 mV +5mV <-30 mV N&o especificado
Quando Planejando Planejando outras Aplicagdes in Planejando Planejando outras
utilizar este outras modificacdes vivo ou in vitro outras modificacdes
revestimento  modificacdes modificages

A escolha do revestimento para a producdo de suspensdes de AuNPs deve levar em
consideracdo a aplicacdo, estabilidade, monodisperso para a producdo de altas
concentra¢fes com menos impurezas provenientes de residuos quimicos do processo de
fabricacdo e que permitam a funcionalizacdo de agentes especificos [50, 57].

Para uso como nanobiossensores, as AuNPs estabilizadas em citrato de sodio,
CTAB ou PVP sdo mais recomendadas, por apresentarem maior facilidade na remocéo
e/ou substituicdes desses revestimentos pelas moléculas de interesse. Por outro lado, o
revestimento polietilenoglicol (PEG) com silica tem sido usados no transporte e como

nanocarreadores para drogas [143, 144].

3.7.1  SINTESE DE AUNPS

Atualmente existem varios métodos de sintese quimica de suspensdes de AuNPs
para a obtencéo de diferentes formas, tamanhos e estabilidade. O método mais conhecido
para a obtencdo de AuNPs esféricas foi desenvolvido por Turkevich, et al., (1951) [39].
Este método consiste basicamente em quatro etapas, que sdo: reducdo, nucleagéo,
crescimento e estabilizacdo. Um esquema das etapas que antecedem a formacdo das

suspensdes de AuNPs ¢ apresentado na Figura 24.
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Figura 24 — Processo de formacao das NPs que consiste nas etapas de: (a) reducédo; (b) nucleacéo; (c)

crescimento e (d) estabilizacdo com a formacdo da NPs. Fonte: Adaptado de [145].
A primeira etapa (Figura 24.a), consiste na reducéo gradativa do agente precursor de ouro,
o tetracloroaurato 111 (HAuCIs) ou sal de ouro, onde os ions (Au*®) sdo reduzidos a fons
de ouro metalico (AuP) na presenca de uma agente redutor e estabilizante como a solugio
aquosa de citrato de sédio, sob aquecimento e agitacdo constantes [146]. Nesta etapa o
agente precursor é reduzido e a concentracdo de atomos de ouro vai aumentando [49] e
formando particulas de sementes com diametro inferior a 3 nm [147].

Com o tempo as particulas sementes vao coalescendo até formarem um nucleo
estavel com o aumento gradual do pH [35], esta etapa é conhecida por processo de
nucleacdo (Figura 24.b). Na terceira etapa, 0s mondmeros de ouro gerados crescem em
diametro no topo das superficies das particulas de semente até que o (Au®) seja totalmente
consumido [145] (Figura 24.c). A Gltima etapa consiste na estabilizacdo com a formacéo
das AuNPs [141] (Figura 24.d), seguidas pela purificacdo em centrifuga para remocéo de
impurezas, do excesso do agente redutor e concentracao da suspensao de AuNP [148].

A sintese por Turkevick produz NPs com diametro entre 10 a 20 nm [149]. Ao variar
a concentracdo de ions de ouro e/ou do agente redutor [38] para a producdo de AuNPs
maiores que 20 nm por este método, a suspensdo apresenta baixo rendimento e NPs
polidispersas [149].

Assim sendo, outros métodos de sinteses sdo estudados, como o da sintese de
AuUNPs usando a abordagem por semeadura. Este método consiste em duas etapas: a
formacé&o das sementes e a de crescimento. Um diagrama das etapas da sintese € mostrado

na Figura 25.
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Figura 25 — Diagrama das etapas de sintese de NPs por semeadura; (a) preparo da suspensdo semente;
(b) preparo da suspensdo de crescimento; (c) formacéo das AuNPs. Fonte: Adaptado de
[150, 151].

Na Figura 25, a primeira etapa compreende a formacdo da semente que consiste na
mistura do sal de ouro com o agente redutor borohidreto de sodio (Figura 25.a). Esta
mistura produz uma suspensdo de AuNPs com didmetro entre 3 a 4 nm, e tem por
objetivo, aumentar a taxa de crescimento e o tamanho das NPs.

A segunda etapa, consiste no preparo da suspensdo de crescimento contendo
micelas em forma de bastonetes e em presenca do estabilizante brometo de
cetiltrimetilamdnio (CTAB), ciclohexano e acetona (para preparo da micela), acido
ascérbico (como agente redutor fraco) e baixa concentracdo de solucdo de nitrato de prata
para direcionamento da forma e producdo de nanoesferas ou nanobastdes (Figura 25.b)
[150-152]. Apos isso, a suspensao semente é misturada a suspensdo de crescimento sob
constante agitacdo e aquecimento por pelo menos 20 minutos (Figura 25.c) até que a
suspensdo mude de cor de um cinza para um rosa. Ap0s isso a suspensdo podera ser
purificada e concentrada.

Segundo Jana et al., (2001a) [152], a depender da concentragcéo de reagentes e
solugdes empregadas na sintese, a suspensao de AuNPs por semeadura podem apresentar
perda de estabilidade ap0s 24 horas do termino. Portanto o ajuste das concentragdes deve
ser avaliado.

Outras técnicas de sintese de AuNPs por via quimica sao listadas na Tabela 3.
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Tabela 3. Métodos de Sintese de AuNPs.

Métodos de sintese

de AUNPS Agente redutor Revestimento Diametro
Tiol 2,5 nm [153]
iffri Borohidreto de sédio
Brust Schiffrin CTAB 3.4 nm [154]
Extrato de Hibisco Extrato de Hibisco 14 nm [2]
Mel (frutose) Proteinas presente no mel 15 nm [155]
Sintese verde Extrato de ameixa :
Extrato de ameixa
. 20 nm [156]
Prunus domestica
6,75 - 57,91 nm
Extrato de coentro Extrato de coentro [157]
Acido ascorbico Quitosana 18 nm [158]
Redugdo quimica Acido citrico Brometo de Cetrimdnio 1-22 nm [159]

Na Tabela 3 foram apresentadas publicacGes envolvendo sinteses quimicas de AuNPs
empregando diversos agentes redutores e de revestimento que resultam em NPs de
diferentes tamanhos. Apesar da sintese de AuNPs existir ha algum tempo, suas aplicacdes
dispararam recentemente devido ao avanco das ferramentas analiticas em nanoescala
[150, 160].

Recentemente tem despontado varios estudos para a sintese de NPs empregando
reagentes biodegradaveis tais como: carboidratos, lipidios, &cidos nucléicos, extratos de
frutas entre outros. Esse tipo de sintese € conhecido como sintese verde e tem como
finalidade a sintese de AuNPs com baixa toxicidade e serem seguras para 0 meio ambiente
[150]. Entretanto, esse tipo de sintese apresenta baixa eficiéncia, controle moderado sobre
polidispersidade das AuNPs e sdo demorados [157].

Muitos esforcos foram feitos até 0 momento para explorar varias rotas de sinteses
quimicas, mas ainda existe a necessidade do estudo e aprimoramento das sinteses de
AuNPs para a obtencdo de NPs mais estaveis, com maior durabilidade e adequadas para

aplicacBes biomédicas e como nanobiossensores [150].

3.7.2  FUNCIONALIZACAO DE SUSPENSOES DE AuNPs

A funcionalizagdo confere compatibilidade bioldgica, especificidade e seletividade
ao nanobiossensor pela associagdo de grupos quimicos [38], seja diretamente ou atraves
de modificagGes na superficie das NPs [46, 91].

Para essas aplicacOes, as NPs ndo devem se ligar inespecificamente umas as outras

ou a qualquer outra molécula presente no meio que ndo seja o analito de interesse [161].
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Por isso a funcionalizagdo ¢ um processo importante que requer otimizacdo constante
[55].

A abordagem mais comum para a funcionalizacdo das AuNPs consiste em trés
etapas: aminacdo (AuNPs-Cys), ativacdo do anticorpo (Ac) (ou outra molécula de
interesse) e conjugacao da suspensao aminada com o anticorpo (Ac).

A aminagdo consiste na substituicdo da camada de revestimento presente na
superficie das AuNPs por uma molécula contendo um radical tiol (-SH) e outro amina
(NH2). O tiol possui atomos de enxofre que se ligam covalentemente as AuNPs
diminuindo a energia de superficie, os efeitos da agregacédo e conferindo estabilidade as
NPs [46]. O radical amina permite a conjugacdo com proteinas, anticorpos e outras
moléculas biolodgicas. [142].

Na Figura 26 sdo apresentadas as principais moléculas tioladas empregadas nesta

substituicdo.
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(d) (e)
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Acido 16-mercaptohexadecanoico NH2
(MHDA) L-Cisteina

Figura 26 —Reagentes tiolados comumente empregados na substitui¢do do estabilizantes das AUNPSs;
(a) Cistamina dihidroclorada [162]; (b) PEG [163]; (c) MUA [134]; (d) MHDA [139]; (e)
L-Cisteina [67];

A aminacdo (AuNPs-Cys) reduz a citotoxicidade presentes na suspensdo das
AUNPs devido a presenca de alguns estabilizantes, como o CTAB [164]. Contudo, este
procedimento também aumentam as chances de agregacdo das NPs devido a perda de
protecdo promovida pela camada do estabilizante. Portanto, neste procedimento o
controle estrito das condi¢des experimentais, inclusive da temperatura, & necessario para
evitar que as AuNPs se agreguem durante o processo de substituicdo [58].

Apds a aminacdo, ocorre a ativacdo dos anticorpos (Ac) para que possam ser
acoplado as AuNPs-Cys. Entre os reagentes comumente usados estdo o 1-Etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e o N-hidroxissulfosuccinimida (Sulfo-NHS)
[165-168], empregados na ativacdo de radicais carboxilas terminais do Ac [169]. Em

seguida as suspenstes de AuNPs-Cys sdo conjugadas com o0s anticorpos ativados,
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passando a ser denominadas AuNPs-Ac. Nesta etapa ocorre a formacdo de ligacOes
quimicas na superficie das AuNPs modificadas (AuNPs-Cys) permitindo a fixacdo ou
ancoragem do anticorpo (Ac) [170].

A cada modificacdo na superficie das AuNPs, e a depender da concentracdo e do
IR do meio, ocorrerem também alteraces nas propriedades eletrénicas das NPs e
consequentemente alteracBes espectrais do pico de absor¢do méxima dos comprimentos

de onda [5]. Um exemplo disso é apresentado na Figura 27.
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Figura 27 — Esquema dos deslocamentos espectrais do pico de absorcdo méxima das AuNPs, AuNPs-
Cys e AuNPs-Ac. Em destaque o deslocamento para o comprimento de onda correspondente
ao (a) blueshift; (b) e a do redshift;

As AuNPs apresentam suas superficies revestidas por estabilizante (CTAB, PVP, entre
outros) que sdo moléculas de alto peso molecular em relacdo as moléculas do grupo
funcional tiolado. A vista disso, o peso molecular e as variacdes do IR do meio
circundante das NPs s&o reduzidos, resultando no deslocamento do pico de absorbancia
para o comprimento de onda proximo do azul (blueshift) em relacdo ao espectro da sintese
das AuNPs, como podem ser vistos na Figura 27.a.

A medida que ocorre a conjugacio das AuNPs-Cys com o Ac, ocorre também o
aumento no IR local e como consequéncia 0 pico maximo de absorbancia é deslocado
para o comprimento de onda préximo do vermelho (redshift) (Figura 27.b). O mesmo
acontecera quando as AuNPs-Ac forem colocadas em contato com o analito de interesse
(antigeno-Ag) [54].

Deste modo, comparar 0s espectros durante cada etapa da funcionalizacéo e apés a
deteccdo do analito podem revelar mudancas espectrais indicativa de interacOes
eletrostatica [3]. A essas mudancas espectrais € denominada por Ressonancia Plasmonica
de Superficie Localizada (LSPR) e sdo exploradas no desenvolvimento dos

nanobiossensores [5].
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3.8 CARACTERIZACAO
3.81 NANOPARTICULAS DE OURO
As AuNPs metélicas possuem propriedades fisicas e quimicas dependentes do seu
tamanho e forma e podem ser caracterizadas empregando varias técnicas, entre elas
destacamos a:

e Espectroscopia Ultravioleta-Visivel (UV-Vis) - é usado para estudar as
propriedades Opticas das AuNPs [36] através do efeito da LSPR. Neste efeito, os elétrons
livres das NPs vdo oscilar em resposta a estimulagcdo luminosa [171] e como resultado
apresentardo diferentes espectros de absorbancia em fungéo de sua geometria, do IR do
meio circulante e de seus ligantes.

e Para estudos morfologicos e da dispersdo das NPs, existem diferentes técnicas
microscopicas como: o Microscépio Eletronico de Varredura (MEV) que se baseia no
principio de varredura de elétrons e fornece todas as informagdes disponiveis sobre as
NPs. O Microscopio Eletronico de Transmissdo (TEM) que se baseia no principio
de transmitancia de elétrons, podendo fornecer informac6es sobre a geometria e sobre
duas ou mais camadas da NPs [36].

O Microscépio de Forca Atdmica (AFM) - assim como o TEM, permitem a
criacdo de um mapa topografico de imagens de um atomo ou molécula individual. Esta
técnica permite o estudo morfolégico da superficie, que podem ser metalicas,
semicondutores, poliméricas e outras propriedades como rugosidade, dureza, rigidez,
elasticidade, atrito, entre outras [174].

e Para estudar a natureza dos materiais de ligacdo, tamanhos e estabilidade das
dispersdes coloidais de AuNPs, o analisador de tamanho Potencial Zeta pode ser usado.
Este equipamento indica e quantifica a carga eletrostatica superficial das NPs que podem
variar no tipo (negativo ou positivo) e na magnitude. Por meio da quantificacdo da carga
superficial é possivel calcular o potencial total e determinar se a suspensao coloidal esta
estavel ou ndo [151]. Na tabela 4 sdo apresentadas as faixas de medida indicativo da

condigéo de estabilidade da amostra.

Tabela 4. Faixas de estabilidade de sistemas coloidais determinadas pelo Potencial Zeta.
Fonte: Adaptado de [174, 175].

Potencial Zeta (mV) Comportamento de estabilidade dos coloides
Qaté+5 Rapida coagulagdo
+ 10 até £ 30 Baixa estabilidade
+ 30 até + 40 Moderada estabilidade
+ 40 até £+ 60 Boa estabilidade
>+60 Excelente estabilidade
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Para que uma dispersdo coloidal seja considerada com estabilidade adequada para
aplicacbes em um nanobiossensor, deve apresentar potencial acima de + 30 milivolts
(mV).

3.8.2 NANOFILME DE OURO

Os nanofilmes de ouro podem ser caracterizados aplicando técnicas para a medida
de sua espessura, rugosidade e de sua transparéncia. A medida da espessura e da
rugosidade dos filmes pode ser feita usando:

e Perfildometro de contato — mede a superficie de um nanofilme depositado sobre
um substrato, resultando na medida da topografia, rugosidade e degrau. Desta forma é
possivel estimar uma média da espessura do filme em funcao das condicGes de deposicao
empregadas. Neste caso, também podem ser usado 0 AFM.

e Refletbmetro - instrumento Optico usado para medir espectros de refletancia e
transmitancia e comparé-lo a um banco de dados, e assim determinar de forma indireta a

espessura de um filme ou o quéo reflexivo ele é.

3.9 DIAGNOSTICO DE PATOGENOS

Atualmente existem diversos patdgenos que sdo responsaveis por inimeras mortes
anualmente, alguns desses negligenciadas, de dificil e/ou demorado diagndstico. Deste
modo, quanto maior o tempo de deteccdo ou a ndo deteccdo do agente causador de
infeccdes, maiores serdo o nimero de infectados, podendo levar a um surto.

Segundo dados do Ministério da Salude entre 2007 e 2015, houve um aumento no
namero de doentes por infec¢bes causadas por bactérias com uma média de 13.717
casos/ano [28, 177]. Desses, as das espécies E. coli foram as mais predominantes.
Contudo, em relacdo as infeccBes causadas pelo parasita T. solium, pouco se sabe a
respeito, tendo em vista a dificuldade e/ou custos elevados para o um diagndstico,
principalmente em areas endémicas.

As infecgdes causadas pela bactéria E. coli e pelo parasita T. solium podem ser
resultado da falta de saneamento basico e higiene [28], pelo crescimento populacional e
urbanizagédo desordenada, contaminacgéo industrial devido as mas praticas e necessidade
de producéao de alimentos em larga escala [178] pela ingestdo de alimentos mal cozidos
ou in natura contaminados, dificuldade de diagnosticos principalmente em areas

endémicas, entre outros.

32



3.9.1 ESCHERICHIA COLI
Escherichia coli é uma espécie de bactéria gram-negativa com cerca de 3 um de

comprimento e 1 um de espessura em forma de bastonete como apresentado na Figura 28.

Figura 28 — Imagem da Escherichia coli. Fonte: [178].

Seu habitat € o trato-intestinal de humanos e de animais de sangue quente [25], podendo
também estar presente no solo, vegetacdo e na agua.

No homem, algumas espécies sdo responsaveis por metabolizar vitaminas e inibir
o desenvolvimento de bactérias prejudiciais a saide. Contudo, alguns sorotipos como a
E.coli enteropatogénicas (EEC), sdo capazes de provocar infec¢Bes intestinais como a
“diarréia do viajante, ou infecgdes urinarias que acometem principalmente as mulheres,
podendo levar a morte [25].

As rotas mais comuns de contaminacao por E. coli sdo o consumo de agua, vegetais,
carne mal-passada, leite ndo pasteurizado e contaminados com a bactéria, além de banhos
em rios e mares poluidos [178, 179]. Além disso, sua presenca no ambiente € indicativa
de poluicdo de origem fecal e, portanto, serve como parametro para monitorizacdo da
qualidade da agua [180].

No Brasil entre 2007 a 2016 as bactérias patogénicas com maior incidéncia foram
as da espécie E. coli, seguidos pela Salmonella typhimurium e Staphylococcus aureus,
como apresentado na Figura 29.
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Figura 29 — Perfil epidemioldgico do Brasil entre 2007 a 2016. Fonte: Adaptado de [182].
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Este grupo de bactérias integram as Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA),

caracterizadas pelos sintomas tais como: diarréia, dor abdominal, febre, nduseas ou
vomitos atribuidos a ingestdo de 4gua ou alimentos contaminados [28]. Entre as regifes
brasileiras com maiores incidéncia de surtos por DTA, entre 2007 a 2017, estdo as regides
sudeste e nordeste, como podem ser vistos no perfil epidemioldgico da Figura 30.
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Figura 30 — Perfil epidemiol6gico do Brasil entre 2007 a 2017, referente a frequéncia por regido dos
surtos por DTA. Fonte: [182].

Na regido sudeste brasileira, apesar da reducdo em 2017, ainda é frequente a
presenca de amostras da bactéria Escherichia coli patogénica nos rebanhos bovinos da
regido fluminense. Isso se deve, a alta incidéncia da bactéria na 4gua que os animais
bebem e no solo dessas regides [25]. Portanto as a¢bes de prevencdo e controle de surtos
por essas bactérias baseiam-se, principalmente, na interrupcéo da cadeia de transmissao
e/ou pontos de contaminacgdo, por meio da coleta de amostras para identificacdo do
patdgeno responsavel pela doenca e posteriores medidas de eliminacao do foco [28].

Preocupados com a salde e o bem estar dos cidadaos, érgdos sanitarios do Brasil e
do mundo adotaram como obrigatério a verificacdo periddica da presenca de bactérias
patogénicas nos alimentos, nas bebidas e nas aguas destinadas a recreacao visando indicar
qualidade e a balneabilidade dos mesmos, reduzindo a exposic¢ao dos consumidores e dos
banhistas a este microrganismo e consequentemente a infecgdes produzidos pela bactéria
[119].

No Brasil, a regulamentacéo sobre a qualidade da adgua é feita através da:

e Portaria e Consolidagdéo GM/MS n° 888, de maio de 2021 que dispbe sobre
os procedimentos de controle e de vigilancia da qualidade da &gua para

consumo humano e seu padréao de potabilidade [183];
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e Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 331, de 23 de dezembro de
2019, que dispde sobre os padrdes microbioldgicos de alimentos e sua
aplicacdo [184];

e Instrucdo Normativa (IN) n°60, de dezembro de 2019 estabelece as listas
de padrdes microbioldgicos para alimentos [185];

e Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONOMA) n°357, de 17 de margo
de 2005, dispde sobre a classificacdo dos corpos de &gua e diretrizes
ambientais para o seu enquadramento, bem como estabelece as condicdes e
padrdes de lancamento de efluentes, e da outras providéncias [186].

A RDC 331/2019 e a IN n° 60/2019 obrigam a verificacdo microbioldgica
laboratorial como forma de controle da qualidade da &gua e dos alimentos
respectivamente para a seguranca da salde publica, onde sdo estabelecidos limites de
aceitacdo quantitativa [183]. A RDC estabelece, que a agua mineral ndo deve conter
nenhuma bactéria E. coli em cinco amostras de 250 mL cada, e para a comercializacédo de
alimentos in natura, o limite maximo aceitavel é de 102 UFC/g (Unidades Formadoras de
Coldnias por gramas). Ja o limite para carnes de aves ou middos crus, temperados ou néo,
refrigerados ou congelados é de 5 x 10° UFC/g e para a carnes suina de 10° UFC/g e para
a balneabilidade um limite méaximo de 8 x 10> UFC/100 mL.

a) Escherichia coli

As etapas que envolvem a transmissdo da E. coli € mostrado na Figura 31.
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Figura 31 —Esquema de transmissdo da bactéria E. coli. Fonte: Adaptado de [187].
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As bactérias (Figura 31.a) sdo constantemente eliminadas no meio ambiente
pelos animais através das fezes, contaminando os currais, o chdo dos animais alojados
em ambientes internos (Figura 31.b) e o solo para 0os animais externos (Figura
31.c). Esta bactéria pode permanecer por até 10 semanas no solo, e se espalham por
meio da lama e do estrume em campos e plantacbes, e nas aguas subterraneas e
superficiais [187]. Outras vias de contaminagdo devido a falta ou baixa execucdo das
boas praticas de higienizacdo, consistem na contaminacao cruzada da carcaca que pode
ocorrer por uso de equipamentos contaminados e/ou maos mal higienizadas dos
colaboradores, aléem de ocorrer por meio de fezes do animal no momento do abate ou
oriundas do intestino em etapas de processamento da carne [188]. Ja a transmissao da
E. coli a outros animais ocorre por meio de ragdo contaminada ou da gua, € a0 homem
por contato direto (Figura 31.d.e), ou ingestdo de comida (Figura 31.f), &gua ou de

carne contaminada.

b) Diagnostico

Alguns dos métodos de deteccdo da E. coli sdo baseados na técnica de tubos
multiplos, em meio de cultura bacterioldgico, reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
ELISA entre outros. Tais abordagens permitem a deteccao e na diferenciacédo de sorotipos
patogénicos de ndo patogénicos.

A técnica de tubos multiplos permite a quantificagdo por “niimero mais provavel”
(NMP) de microrganismos e estimar a proporcao viavel metabolicamente ativa [189]. O
procedimento é dividido em duas fases sucessivas, uma presuntiva que requer 48 horas
para o teste, sequidos de 48 horas para o teste confirmativo. Nesta técnica sdo empregados
varios tubos de ensaio contendo um tubo de Durhan em seu interior, seguidos pela adi¢ao
de varias concentragdes do caldo nutritivo junto com a amostra a ser analisada. Caso a
bactéria esteja presente, apos 48 horas ocorrera a formacdo de gas nos tubos Durhan, e
os tubos positivos em cada série de diluicdo sdo contabilizados e os resultados sdo
comparados com a tabela de Hoskins [190]. Ap0s o resultado positivo, sdo preparados
novos tubos contendo o caldo nutritivo especifico da E. coli para um teste confirmativo.
Desta forma, é possivel determinar o NMP de células por grama ou mililitros de produto.

O meio de cultura bacterioldgico consiste no preparo de meios seletivos, nédo
seletivos e indicadores empregando insumos que fornecem os nutrientes para o
crescimento e desenvolvimento de microrganismos. Em seguida, para o isolamento e

enumeracdo das células bacterianas vidveis presentes nas amostras € realizado as etapas
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de pre-enriquecimento, enriquecimento seletivo, plagqueamento seletivo, testes
bioguimicos e testes soroldgicos cujos resultados demoram 5 a 7 dias por dependerem da
capacidade dos microrganismos de se multiplicarem [119, 191].

A Reacdo em cadeia polimerase (PCR) é outro método de deteccdo da bactéria, por
meio de uma reacdo de amplificacdo de um fragmento de &cido desoxirribonucléico
(DNA) ou do &cido ribonucléico (RNA) proveniente de amostras de tecidos, sangue, pele,
cabelo, saliva ou bactérias [192]. Na detec¢do por PCR, uma amostra contendo uma
quantidade minima de DNA ou RNA ¢é amplificada, ou seja, ocorre a reproducao de varias
sequéncias do mesmo fragmento por meio de uma reacdo quimica em tubo de ensaio
[193]. Este método apresenta como desvantagem a necessidade de conhecimento sobre
sequenciamento genético alvo antes do ensaio e 0 uso de equipamentos relativamente
caros.

Ensaio de imunoabsorcdo enzimatica ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) é um teste sorolégico imunoenzimatico cuja metodologia se baseia em reacdes
antigeno-anticorpo detectaveis através de reacGes enzimaticas. Este teste de forma geral
funciona por meio de uma placa imobilizada com anticorpo ou antigeno especifico onde
¢ adicionada a amostra a ser analisada. Se 0s antigenos ou anticorpos estiverem presentes,
ocorrera a formacdo de um complexo anticorpo-antigeno ou antigeno-anticorpo e sera
revelada pela producéo de cor com a adigcdo de enzimas marcadoras [193].

Outras técnicas empregadas para avaliacdo clinica consistem no ELISA e no Ensaio
de Imunoeletrotransferéncia Ligada a Enzima Blot (EITB) [21]. O ELISA é um ensaio
imunoenzimatico comumente usados para detectar anticorpos, antigenos, proteinas e
glicoproteinas em amostras biolégicas por meio de reacfes enzimaticas [194, 195]. Esses
ensaios podem ser de quatro tipos: direto, indireto, sanduiche e de competi¢cdo. Um
esquema dos elementos envolvidos nas quatro técnicas de deteccdo por ELISA pode ser

visto na Figura 32.
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Figura 32 — Esquema dos elementos envolvidos nas técnicas de deteccdo por ELISA sendo elas: (a)
direto; (b) indireto; (c) sanduiche e (d) competi¢do. Fonte: Adaptado de [196].

O ensaio ELISA direto (Figura. 32.a) ocorre 0 uso do antigeno como molécula alvo,

37



e este imobilizado em uma microplaca e um anticorpo primario conjugado com uma
enzima emissora de cor ou fluorescéncia. A deteccéo é realizada medindo a atividade da
enzima por meio de incubacdo com o substrato apropriado para produzir um sinal
mensuravel [197]. Ja o ELISA indireto (Figura. 32.b) é semelhante ao direto,
diferenciando no uso de um anticorpo secundario marcado.

No teste de ELISA por sanduiche (Figura. 32.c) o antigeno fica entre dois
anticorpos como em um sanduiche e ndo ligado a microplaca (um suporte). Logo o
anticorpo de captura que esta imobilizado a microplaca, recebera as amostras contendo o
antigeno conhecido ou desconhecido, seguidos pela adi¢do de um anticorpo marcado com
uma enzima para a deteccéo [198].

O teste de ELISA por competicdo (Figura. 32.d), um antigeno marcado (enzima) é
adicionado artificialmente para competir com o alvo (um antigeno sem marcador). Na
fase de deteccdo se 0 antigeno marcado se ligar menos (baixa alteracao de cor da amostra),
significa que os antigenos procurados no teste se ligaram. Porém, se a mudanca de cor for
acentuada, a concentracdo do antigeno teste é muito baixa. Esta técnica é empregada
guando o alvo € muito pequeno [196].

O Ensaio de Imunoeletrotransferéncia Ligada a Enzima Blot (EITB) é um teste que
combina a alta sensibilidade dos testes imunoenzimaticos com a alta resolucdo da
eletroforese em gel [199]. Esta técnica permite a transferéncia de proteinas de um gel de
poliacrilamida de dodecil sulfato de soédio (SDS) para uma membrana adsorvente. As
proteinas transferidas formam uma réplica exata do gel, permitindo detectar, caracterizar
e quantificar multiplas proteinas, principalmente aquelas que estdo em baixas quantidades
em determinada amostra [200].

Os métodos convencionais apresentam em comum a necessidade de pessoal
habilitado e/ou treinado para a realizacdo dos procedimentos, sdo demorados, requerem
um laboratério ou envio de amostras a um laboratdrio especializado o que envolvem alto
custo de analise [191, 201]. Meétodos por mdaltiplos tubos e por meio de cultura, por
exemplo, empregam grande quantidade de meio de cultura e vidrarias, exige a
manutencdo em cultivo e de longos periodo de incubacdo [189]. Além disso,
procedimentos moleculares exigem, a acuracia do profissional no preparo das amostras e
leitura dos resultados, tempo para reacdo adequada e diversos cuidados no manuseio e

estocagem dos reagentes, que possuem alto custo no mercado [67].
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Dessa forma, faz-se necessaria a busca por novas alternativas, com o objetivo de se
obter uma resposta melhor, rdpida e de baixo custo para o diagndstico e deteccdo
biologica.

3.9.2 TAENIA SOLIUM

A Taenia solium (T. solium) é um parasita que tem os humanos como hospedeiro
definitivo e os suinos como hospedeiro intermediério. Sua incidéncia estd associada a
falta de saneamento basico, consumo da carne suina infectada crua ou mal-cozida [202,
203], sistema precario de criacdo de suinos e inspecao da carne [204, 205], a falta de
orientacdo sobre como evitar a contaminacdo por T. solium e de ferramentas de
diagnostico [206].

AT. solium é responsavel por transmitir dois tipos de infec¢Bes nos seres humanos:
a teniase e a cisticercose. A teniase € uma infeccao intestinal provocada pela presenca da
larva de T. solium, que no intestino torna-se adulta resultando em dores abdominais,
nausea, perda de peso, diarreia, além da sua reproducao e liberagdo de ovos [15].

A cisticercose é o resultado da ingestdo dos ovos ou proglotes de T. solium e que
podem se romper no organismo, havendo a liberacéo da larva conhecida como cisticerco.
No organismo, o cisticerco pode atingir a corrente sanguinea e resultar em infeccdes em
tecidos como: musculos, pele, olhos e no sistema nervoso central [186]. Quando o
cisticerco se desenvolve no cérebro a infeccdo é denominada por neurocisticercose
(NCC), podendo causar fortes dores de cabeca, cegueira, convulsdes, epilepsia e levar a
morte [15, 207].

Um mapa da distribuicdo global da infeccdo por T. solium é apresentado na
Figura 33.
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Figura 33 - Mapa da distribuicdo mundial da endemicidade de T. solium em 2015. Fonte: [20].
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Como vistos na Figura 33, a T. solium é endémica em paises da América Latina,
Haiti, Africa Subsaariana, india, Sudeste Asiatico, China, Indonésia, Nova Guiné e
Europa Oriental [18]. Grande parte destes casos se deve a falta de informacdes sobre sua
carga e transmissdo, falta de ferramentas de diagnostico disponiveis em areas com poucos
recursos e de estratégias de intervencao para seu controle [206, 208]. Portanto, o controle
da teniase/cisticercose depende das condi¢des econdmicas, sociais e culturais de cada
regido e pais, tendo a educacao sanitaria como ferramenta fundamental [23, 24].

a) Taenia solium

As etapas que envolvem a transmissdo da T. solium € mostrado na Figura 34.

Figura 34 — Etapas de transmissdo por T. solium.

A contaminacdo por T. solium pode iniciar-se com o consumo da carne de porco
crua ou mal cozida contaminada com a larvas do parasita (Figura 34.a). Apds a ingestao,
os cistos ligam-se ao intestino delgado e tornam-se ténias adultas em meses, (Figura 34.b).
Quando as ténias atingem a fase adulta produzem proglotes e/ou ovos, que se desprendem
de seu corpo e sdo excretados nas fezes humanas podendo contaminar o solo, a 4gua e 0s
alimentos [209].

Os suinos (Figura 34.c) ou seres humanos (Figura 34.d) tornam-se infectados pela
ingestdo de ovos e/ou proglotes presente em alimentos contaminados e/ou mal
higienizados [19, 24]. Ap6s a ingestdo dos ovos, eles eclodem no intestino e liberam
embribdes ou oncosferas, as quais penetram na parede intestinal, e através da corrente
sanguinea, se distribui pelo corpo, podendo alcancar diversos tecidos como os musculos
(Figura 34.d), cérebro (Figura 34.g), figado e outros 6rgdos, nos quais se desenvolvem
até cisticercos, [207]. Ao atingir o cérebro (Figura 33.g) causam a neurocisticercose

(NCC) apresentando graves repercussfes para a saude humana [24].

40



Dependendo da localizacdo e do numero de cisticercos, 0s pacientes com
neurocisticercose podem apresentar convulsdes, sinais de hipertenséo intracraniana,
hidrocefalia, sinais neuroldgicos focais, estado mental alterado, ou meningite asséptica
[207].

b) Diagndstico da teniase e/ou cisticercose

O diagndstico da doenca e/ou portadores da teniase ou cisticercose consiste em um
conjunto de critérios que requerem: avaliacdo clinica, dados radiologicos, andlise
epidemioldgica e imunologica, métodos laboratoriais [210], parasitoldgicos, imagem por
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e por Tomografia Computadorizada (TC)
[22,23,211]. A TC e aRMN sdo empregadas para o diagnostico e monitoramento da NCC
forte ou moderada evidenciando o nimero e tamanho das lesGes, a regressdo da infeccao
e o nivel da reacdo inflamatdria do hospedeiro contra o parasita [212, 213].

Para diagndstico de portadores da NCC por ensaio imunoenzimatico ELISA para a
deteccdo de anticorpos anticisticercais é necessaria a coleta do liquido cefalorraquidiano
(LCR) [208]. Uma das maiores dificuldades para a realizagdo deste exame consiste na
coleta de amostras de soro ou de liquido cefalorraquidiano (LCR) (um procedimento

invasivo e delicado) [214] como mostrados na Figura 35.
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Figura 35 — Procedimento para coleta do liquido cefélorraquid'i'éno péra exames de diagnostico de
neurocisticercose. Fonte: [215].

Esse exame apresenta dificuldade na coleta das amostras [216], na necessidade de
um laboratdrio proprio, de equipamentos e de tecnologias de alto custo [217].

Outro diagnostico importante € o parasitologico, que consiste na coleta de trés
amostras fecais em dias alternados para detec¢do de ovos e assim detectar portadores da
teniase e impedir a propagacdo do seu ciclo [23, 218]. Também podem ser aplicados o
método Proteina C- reativa (PCR) para aumentar a sensibilidade na detec¢do do parasita

nessas amostras [219].
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Todas essas técnicas convencionais baseadas em laboratorio oferecem alta
seletividade e sensibilidade para véarios diagnosticos, mas requerem mais tempo, alto
custo, um técnico especializado para analise [217] e muitas vezes ndo estdo disponiveis
em areas endémicas de T. solium [220] ou ndo permitem o diagnostico no local de
atendimento levando ao atraso no envio dos resultados aos pacientes [55]. Além disso,
apos a deteccdo o tratamento geralmente envolve semanas a meses de medicagdo com
monitoramento rigoroso de efeitos colaterais e imagens cerebrais em série [18].

Nesta finalidade, existe a necessidade do desenvolvimento de sistemas de deteccao
de infeccBes causadas por T. solium que sejam precisos, portateis, menos invasivos,
acessiveis, de baixo custo e que seja uma alternativa frente a deficiéncias das técnicas
convencionais e que ficou evidenciada durante a pandemia de COVID-19, onde a

demanda por um diagnostico rapido aumentou exponencialmente [33, 55].
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4. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo apresentados os materiais e métodos utilizados para o
desenvolvimento e caracterizacdo dos nanobiossensores nas diferentes etapas e processos.
O procedimento de fabricacdo esta dividido em dois topicos que consistem no:

desenvolvimento de nanobiossensores por SPR e por LSPR.

4.1 REAGENTES QUIMICOS

Os reagentes quimicos utilizados neste trabalho foram de alto grau de pureza e séo
apresentados a seguir: Tetrachloroaurate de hidrogénio Il (HAuCls.3H20), citrato de
sodio di-hidratado (NazCeHs07.2H20), polivinilpirrolidona (CeHgNO)n, brometo de
hexadeciltrimetilaménio (CTAB), borohidreto de sodio (NaBHs), éacido ascorbico
(CNOes), nitrato de prata (CNOgHs) dicloridrato de cistamina (CsH12N2S2.2HCI),
Cisteamina 95 % (C2H7NS), 2-mercaptoetanol BME (C2HsOS), alcool isopropilico 95 %
(VIV) (CsHgOH) N-Hidroxisuccinimida (NHS) (C4HsNOs), N-(3-dimetilaminopropil)-
N’-carbodiimida (EDAC) (CgH17N3.HCI), 3-Aminopropyltriethoxysilane (APTES) 99 %,
o cloreto de s6dio ACS 99 % (NaCl), fosfato de sodio dibasico 99 % (Na;HPO,) e fosfato
de potassio monobasico 99 % (KH2PO4) usados como solugéo salina tamponada com
fosfato ou tampéo fosfato-salino (PBS) pH 7,2, todos da Sigma (Sigma-Aldrich, Cotia,
SP., Brasil).

O Alcool etilico absoluto (C2HsO) 99,5 % da Synth (LabSynth, Diademan, SP.,
Brasil), N-hidroxissulfosuccinimida (Sulfo-NHS) e cloridrato de 1-etil-3- (3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) da Thermo Fisher (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, EUA). A Acetona 99,5 % da Hexis (Hexis Cientifica, Sdo
Paulo, SP, Brasil), a sacarose (Ci2H12011) e a Albumina de Soro Bovino (BSA) da Merck
(Merck S.A., Rio de Janeiro, RJ., Brasil).

Para visualizacdo da bactéria E. coli foi empregado a solucéo de Safranina a 0,25 %
da Reagen (Génesis Cientifica, Goiania, GO., Brasil). Para limpeza e secagem de
superficies foi empregado o géas nitrogénio 5,0 ultrapuro da Linde (Linde gases, Rio de
Janeiro, RJ., Brasil). Todas as solugdes estoques e dilui¢ces adicionais foram preparadas
usando agua ultrapura e todas as vidrarias foram limpas em solucdo piranha (Acido

sulfurico / Perdxido de hidrogénio, 4:1).
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4.2 MATERIAL BIOLOGICO

a) Escherichia coli - O anticorpo empregado neste estudo foi o anti-Escherichia coli
policlonal IgG proveniente de coelhos Bio-Rad (Bio-Rad, Hercules, California, EUA). A
bactéria Escherichia coli O55 enteropatogénica (EPEC), do Instituto Nacional de
Controle de Qualidade em Saude (INCQS): 00181, Lote: 0608181 foi fornecida pela
Fundagéo Osvaldo Cruz (FIOCRUZ).

b) Salmonella entérica serovar paratyphi e a Bacillus subtilis foram fornecidas pelo
laboratdrio de Microbiologia de Alimentos do Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de
Goes da UFRJ.

c) Taenia solium - Anticorpos Anti-T.solium monoclonal (Ac) Ab (0,75 mg/mL) e
antigeno de T. solium (Ag) (0,70 mg/mL) detectado em amostras de fluido vesicular de
T. solium (VF-Tso) foram fornecidas pelo Instituto de Microbiologia Paulo de Goes-
UFRJ em diferentes concentracGes e diluidas em solucdo tampdo PBS (pH 7,2). As

aliquotas de anticorpos e antigenos foram mantidas congeladas até o uso.

4.3 NANOBIOSSENSOR POR SPR

4.3.1 CONSTRUCAO DO SENSOR

A construcdo do nanobiossensor por SPR consiste nas seguintes etapas: construcao
do sensor em forma de “U”, deposicdo do nanofilme de ouro, caracterizagdo, montagem
da instrumentacédo optoeletrdnica, protocolo de imobilizacao e testes.

Os sensores em “U” foram fabricados usando POF do tipo multimodo da Mitsubishi
Rayon Eska® GH 4001 (Mitsubishi Rayon, CO., LTD, Tdquio, Japdo), sem capa de
protecdo e com 1 mm de didmetro, sendo 980 um de nucleo e 20 um de casca. Foram
produzidos sensores retos com trechos de 12 cm de comprimento e colocada em um
molde fabricado em impressora 3D (RAISED) em poliacido lactico (PLA) para
moldagem da POF em “U” com 8 mm de didmetro e 6 cm de comprimento, medidas essas
testadas em laboratdrio, e permitindo a fabricacdo de 10 sensores ao mesmo tempo.

Apos instalado no molde, os trechos de 10 fibras foram aquecidos em uma estufa
de secagem com circulagdo de ar forgada Prolab (Prolab, S&o Paulo, SP., Brasil) por
1 hora a 65 °C. Em seguida as fibras permanecem na estufa até que que se atinja a
temperatura de 25 °C. Apds isso, suas extremidades sdo clivadas e polidas usando a lixa
de 6xido de aluminio de 3 um da Polish Film. As imagens do molde e da POF em “U”

sdo vistas na Figura 36.
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Figura 36— (a) Pecas que compdem a moldagem do sensor em “U” vistos em perspectiva; (b) Molde
impresso em impressora 3D contendo uma POF; (c) Sensor em “U” clivado e polido.

Apbs a clivagem e polimento os sensores em “U” foram limpos em alcool
isopropilico, lavados em &gua ultrapura, secos em gés nitrogénio, onde em seguida foram

deixados em um dessecador até 0 momento da deposicdo do filme de ouro.

a) Deposicdo do nanofilme de ouro e caracterizacédo

Primeiramente, ldaminas para microscopia com 26 x 76 mm de medida foram limpas
em agua ultrapura seguido de banho de ultrassom com &lcool isopropilico por 20 minutos.
ApoOs este periodo, as laminas foram enxaguadas em &gua ultrapura e secas em gas
nitrogénio.

Os filmes foram depositados em triplicata durante 20 minutos usando a técnica de
pulverizacdo catddica por radiofrequéncia (RF) em um Magnetron Sputtering (Aja
International, Sciture, MA, EUA) do Laboratério de Instrumentacéo e Fotdnica (LIF). O
equipamento foi parametrizado com base em estudos anteriores [123] onde ficou definido
uma poténcia do plasma de 40 W, pressao de gas argonio em 3 mTorr, vazdo do argonio
de 12 cm3/min em condic¢Bes padrdo de temperatura e pressao e substrato instalado a uma
altura do suporte de 55 mm a 20 rotag¢Ges por minuto (rpm).

As espessuras dos nanofilmes foram medidas em um perfilometro DektakXT
(Brukers, Billerica, Massachusetts, EUA) do Laboratoério de Superficie e Filmes Finos do
Programa de Engenharia de Materiais e Metalurgia da COPPE/UFRJ. A espessura foi
obtida calculando a media das medidas em trés posicoes da lamina: lateral esquerda,
centro e lateral direita. Em cada ponto foram realizadas cinco medidas.

Apos a caracterizacdo, foi produzida uma camada de nanofilme de ouro de 70 nm
de espessura (nas mesmas condicdes especificadas na caracterizagdo) a uma taxa de
deposicdo de 3,5 nm/min e depositada sobre a fibra optica em “U”, (Figura 37.a). Os

sensores POF em “U” com filme fino de 70 nm de ouro podem ser vistos na Figura 37.b.
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Figura 37 - (a) Sondas em “U” prontas para deposi¢do na cdmara de pulverizacao catddica; (b) Sondas
em “U” e revestidas com 0 nanofilme de ouro de 70 nm apés pulverizacédo catddica.

A camada de ouro tem como objetivo de garantir a imobilizacdo bioldgica e
promover o efeito do SPR, além de ser um metal com elevada estabilidade quimica e alta
resisténcia a corrosdo [58, 94].

b) Configuracdo optoeletrdnica do nanobiossensor

O sistema optoeletronico é formado por uma fonte de luz (HL-2000, Ocean Optics),
um espectrometro (HR-4000, Ocean Optics) acoplado ao sensor em “U” e um sistema de
aquisicdo de dados feito pelo software SpectraSuite. As medidas foram feitas no
Laboratorio de Instrumentacdo e fotbnica (LIF/UFRJ) em mesa Optica com sistema

pneumatico antivibragdo e a temperatura ambiente de 25 °C. Na Figura 38 é mostrada a

configuracdo optoeletronica.
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Figura 38 - Configuracdo optoeletrénica para ensaios com o nanobiossensor em “U” por SPR; (a) fonte
de luz branca; (b) sensor em “U”; (c) analisador de espectro 6ptico (OSA).

A luz branca (Figura 38.a) foi guiada através da fibra Optica até a conexdo e 0 sensor em
“U” (Figura 38.b) que estava imerso na amostra (Figura 38.c). Em funcéo do IR do meio,
alguns modos de comprimentos de onda sdo absorvidos e outros sdo conduzidos para o

analisador de espectro Optico (OSA) (Figura 38.d). Em seguida, os resultados foram

exportados para o Excel®, (Figura 38.e).
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c) Sensibilidade

As curvas de sensibilidade dos sensores em “U’ com o nanofilme de ouro foram
obtidas por meio da variacdo do IR do meio circulante. Com este objetivo, concentragdes
de sacarose foram produzidas nas quantidades de 15, 25, 35 e 55 P/V de massa de
sacarose, onde foram dissolvidos em 10 mL de agua ultrapura e solubilizados em agitador
de tubos tipo vortex (Phoenix, Sdo Paulo, SP., Brasil). O indice de refragdo foi medido
no Laboratério de Instrumentacdo e foténica (LIF/UFRJ) em uma sala com a temperatura
ambiente controlada em 25,0 £ 0,5 °C usando um refratdmetro Abbe de bancada (Quimis,
Diadema, SP., Brasil). Foram feitos a afericdo do refratdbmetro, apresentando boa
repetibilidade, compativel com a incerteza do instrumento declarada pelo fabricante, de
0,0002 RIU.

As concentracdes de sacarose foram escolhidas de modo a produzir variacoes de IR
entre 1,33 a 1,39 RIU correspondentes a faixa de interesse para medidas de suspensdes
bacterianas [191, 221].

Os resultados foram apresentados em funcéo da variagdo da amplitude do espectro
de transmitancia produzidos pela variacdo do IR do meio. Os comprimentos de onda com

maior sensibilidade foram selecionados e apresentados.

d) Protocolo de imobilizacéo e testes

O protocolo de imobilizagéo foi adaptado do protocolo proposto por CELIKKOL-
AYDIN, et al., 2014 [134] e consiste inicialmente na limpeza do nanossensor (POF
contendo o filme fino de ouro) em alcool isopropilico, seguidos pelo enxadgue em agua
ultrapura. Em seguida, as curvas das sondas foram imersas em uma solucéo de cisteamina
a 4 mM por 1,5 horas. Posteriormente, as sondas foram lavadas primeiro com alcool
etilico absoluto e depois em &gua ultrapura por duas vezes. Faltando 5 minutos para o
término da imobilizacdo das POF em cisteamina, inicia-se a ativacdo do anticorpo que
consiste no preparo de uma solucéo de PBS, 100 mM de EDAC e 40 mM de NHS. Em
seguida, uma concentracdo de anticorpo anti-E. coli al0 pg/mL foi adicionada a solugéo
e deixada em repouso por 15 minutos para ativagdo dos grupos de &cido carboxilico.
Enquanto os anticorpos séo ativados, a fibra optica em “U” ja imobilizada sdo entdo
preparadas para receber os anticorpos.

As sondas imobilizadas foram entdo imersas na suspensdo previamente ativada e
deixadas por 1 hora para imobilizagdo dos anticorpos no sensor Film-Au, como podem

ser vistos na Figura 39.

47



§ "“&;
Figura 39 —Destaque para a imersdo da suspensao de anticorpos sobre a superficie curva do sensor em
“U” com o nanofilme de ouro.

Ap0s isso, as sondas com anticorpos foram imersas em solugéo de albumina de soro
bovino (BSA) a 10 mM e deixadas por 30 minutos para bloquear grupos funcionais que
ndo reagiram. Por Gltimo, as sondas foram lavadas em uma solucéo tampéo PBS a 10 mM
por trés vezes para a remocao do anticorpo ndo ligados.

As concentracdes das suspensdes bacterianas foram preparadas através do padréo
de turbidez McFarland 0,5 por comparacdo visual e medidas da absorbancia para o
preparo de suspensdes bacterianas na concentragdo de 1,5x108 UFC/mL [222]. A partir
do padréo McFarland 0,5, outras concentragdes foram obtidas por meio de diluig&o.

Por se tratar de um método de comparacdo visual, as concentracfes das suspensdes
foram confirmadas através da medida da absorbancia no espectrofotémetro, considerando
gue uma concentracao equivalente a 0,5 da escala McFarland apresenta uma absorbancia
entre 0,08 e 0,1 para um comprimento de onda de 625 nm e caminho dptico de 1 cm para
a transmissdo de luz em uma cubeta de quartzo [222, 223]. Todas as suspensdes
bacterianas foram preparadas utilizando uma suspensao constituida de cloreto de sodio a
0,85 (P/V).

As bactérias empregadas neste estudo foram preparadas usando os seguintes meios
de cultura:

o E. coli O55 foram preparadas em meio de cultura em Agar Triptona de Soja (TSA)
previamente incubada durante 24 horas a 37 °C;

e Salmonella entérica serovar paratyphi cultivada em meio de cultura de Caldo
Triptico de Soja (TSB) e em caldo de Agar Triptona de Soja (TSA) respetivamente a uma
temperatura de 35 °C.

e Bacillus subtilis foram cultivadas em caldo de Agar Triptona de Soja (TSA) a
25 °C. A bactéria Salmonella foi empregada nos ensaios de seletividade por se tratar de
uma bactéria gram-negativa, ou seja, apresenta parede celular muito espessa. Ja o Bacillus

subtilis integram as bactérias gram-positivas, apresentando, portando uma parece celular
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menos espessa 0 que resultam em menores resisténcias aos antibidticos e ao corante

usado.

432 CARACTERIZACAO

Apds os testes com as bactérias, 0s nanobiossensores juntamente com laminas de
vidro de microscopia 6ptica foram submetidos a solucdo de Safranina por 5 segundos,
seguidos pelo enxague em agua ultrapura até a remocdo do excesso do corante da
superficie e deixados secar a temperatura ambiente. Apds a secagem, 0s hanobiossensores
estdo prontos para serem visualizados em Microscopio Otico (MO) com aumento de 400
vezes e por imersdo em 0Oleo natural mineral com lente objetiva de 1000 vezes.

Este procedimento de coloracdo € importante pois o corante adere a parede das
bactérias gram-negativas apresentando coloracdo vermelha e deste modo permitindo a
visualizacao.

Imagens foram produzidas com o uso de uma camera fotogréafica de 13 megapixels.
Estimativas da &rea de cobertura de bactérias foram obtidas com o auxilio do software
ImageJ.

As micrografias da superficie do sensor apds a imunocaptura, foram visualizadas
em Microscopia Eletronico de Varredura (MEV). As amostras foram previamente
preparadas realizando a secagem em Ponto Critico. Nesta secagem a Ponto Critico, a
amostra é preenchida com didxido de carbono (CO) liquido e submetida a um processo
controlado de aumento da temperatura e pressdao de modo que o CO; atinja 0 seu estado
supercritico. Em seguida a pressdo é reduzida até que o CO; esteja em seu estado gasoso.
Ao fim, o CO- é liberado para a atmosfera e a amostra bioldgica esta seca e com toda sua

estrutura morfoldgica preservada.

4.4 NANOBIOSSENSOR POR LSPR

A fabricacdo do nanobiossensor por LSPR consiste nas seguintes etapas: sinteses
das nanoparticulas de ouro (AuNPs) por duas rotas quimicas, caracterizacéo,
sensibilidade, aminagdo da superficie das NPs, estabilidade quimica, continuidade das
etapas de funcionalizacdo das AuNPs e testes com antigenos de T. solium, configurando
o0 sensor 1. O sensor 2 consiste na imobilizagdo das AuUNPs sobre a superficie da POF em
“U”, seguidos pela funcionalizag&o e testes com antigenos de T. solium. Um fluxograma

resumido das etapas é apresentado na Figura 40.
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Figura 40— Fluxograma das etapas da fabricacdo dos sensores por LSPR.

4.4.1  SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE OURO

As AuNPs foram sintetizadas em meio aquoso por dois métodos: Turkevich por
reducdo em citrato de sédio [35, 39] e pelo Método de Crescimento Mediado por Semente
(MCMS) [40, 41]. Diferentes métodos de sintese foram realizados para a obtencéo de
NPs com diferentes distribuicbes de tamanho, de revestimentos e avaliacdo da
compatibilidade da funcionalizacéo para deteccdo do antigeno T. solium (Ag).

Os dois protocolos de sintese sdo apresentados a seguir:

a) Método de Turkevich: duas sinteses foram realizadas por este método, utilizando
duas concentracBes de HAuUCI4+.3H.O também conhecido por sal de ouro. Ambas as
sinteses foram produzidas ao mesmo tempo, sendo adicionado 25 pL de solucédo a 0,1 M
na primeira e 0,25 M de HAuUCI4.3H20 na segunda sintese, a 25 mL de &gua ultrapura,
onde foram aquecidos a 70 °C sob agitacdo constante a 300 rotagdes por minutos (rpm).
Apos atingir a temperatura, 750 pL de citrato de sodio di-hidratado 0,034 M
(Na3CsHs07.2H20) foram adicionados em ambas as sinteses e mantidos sob agitagdo e
aquecimento por 20 minutos (Figura 41.a) quando a cor mudou de cinza-azulado para
vermelho-purpura. Em seguida, as suspensbes foram agitadas por mais 10 minutos,
seguidos pela adicao de 3,4 mL de polivinilpirrolidona 0,45 M ((CeHsNO)n) e incubadas
overnight a temperatura ambiente. Apds este periodo, as suspensdes foram centrifugadas
HERMLE (LaborTechnik, Wehinger, Alemanha) a 17,530 gravidades (g) por 15 minutos,
seguido da remocao do sobrenadante e suspensdo em agua ultrapura. Os aspectos finais

das suspensdes das AuNPs podem ser vistos na Figura 41.b.
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(a) (b)
Figura 41— Suspensdo de AuNPs pelo método de Turkevich; (a) imagem do preparo da suspensao de
AUNP; (b) suspensdes de AuNPs produzidas nas concentracfes de 0,1 M e 0,25 M de sal
de ouro.

As suspensdes foram armazenadas sob refrigeracdo a 4 °C, em embalagens de vidro,
protegidos da luz até o momento de serem usadas.

b) Método de Crescimento Mediado por Semente (MCMS): as AuNPs foram
preparadas empregando este método adaptado de Lanh, L.T., etal., (2015) [40] e de Silva,
M.G.A,, et al., (2013) [41] e que consistem em duas etapas: a producdo da suspensao
semente e a de crescimento. A suspensdo semente foi preparada pela mistura de 10 mL
CTAB a 0,1 M e 250 pL de HAuCI4.3H30 a 10 mM, com agitagdo constante a 300 rpm
e 27 °C por 5 minutos. Uma vez misturados, foram adicionados 600 pL de NaBHs a
10 mM refrigerado a 4 °C, mantendo a agitagdo por 15 minutos. A suspensdo semente foi
reservada a 27 °C por 3 horas antes do uso e apresentou coloragdo ambar, como pode ser
vista na Figura 42.a.

Para preparar a suspensdo de crescimento, foram misturados 100 mL de CTAB
0,1 M, 80 pL de AgNO30,1 M e 5 mL de HAuCl4.3H30 a 10 mM, respectivamente. Em
seguida, 600 pL de CsHgOs a 0,1 M foram adicionados gota a gota. A suspensdo incolor
resultante foi mantida a 48 + 2°C e 300 rpm por uma hora. Posteriormente, 60 pL de
suspensdo semente foram adicionados sob agitacdo por 20 minutos, alterando a cor para
um rosa cereja, que em seguida foi incubado overnight, (Figura 42.b). Finalmente, a
suspensdo final das AuNPs (Figura 42.c) foi centrifugada a 17,530 g por 15 minutos para
remover 0 excesso de CTAB e redisperso as nanoparticulas em agua ultrapura. A

caracteristica visual das AuNPs, podem ser vistas na Figura 42.c.
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Figura 42 — (a) Suspensdo semente; (b) Suspensdo de AuNPs pelo MCMS apés sintese e (c) Apds
overnight.

Os espectros de absorbancia das duas sinteses foram medidos em espectrémetro e
as curvas foram ajustadas no software Peakfit 4.12. (Systat Software Inc, EUA) por meio
da funcéo “deconvolugdo gaussian,”. Em seguida, foi feito o calculo a partir da derivada
da curva de absorbancia para encontrar o valor do comprimento de onda de absorcéo

maximo de cada suspensao de AuNP.

4.4.2 SENSIBILIDADE DAS SUSPENSOES DE NANOPARTICULAS DE OURO

A sensibilidade das suspensdes de AuNPs foram medidas pela solubilizacao de 15,
25, 35, 50 (P/V) de sacarose (de modo a produzir variagdes de IR entre 1,33 a 1,40 RIU)
em 2 mL de suspensdes de nanoparticulas de ouro.

O indice de refracéo foi medido usando um refratdmetro Abbe de bancada (25,0 e
25,5 °C). Os resultados foram apresentados em funcdo da variacdo do pico méaximo de

absorbancia em funcédo do IR do meio.

4.4.3 PROTOCOLO DE FUNCIONALIZACAO - SENSOR 1

Para a funcionalizacdo da superficie das AuNPs com anticorpos especificos, sdo
necessarios a realizacao das seguintes etapas: aminacéo para promover a modificacdo da
superficie das NPs, ativacdo do (Ac) e conjugacdo da suspensao aminada com o anticorpo
(Ac). Assim sendo, varios protocolos e ensaios foram realizados em busca de um
protocolo que apresentasse melhor biocompatibilidade com as caracteristicas das AUNPs
empregadas. O protocolo aqui descrito foi adaptado de [224] e cada etapa do

procedimento é detalhada nos itens a seguir.
a) AMINACAO
Neste processo, utilizou-se a solucdo de dicloridrato de cistamina (Cys) para a

substituicdo do estabilizante e formacdo da ligagdo covalente sobre a superficie das

AuNPs. Esta molécula é a mais empregada na aminagao das superficies de suspensdes de
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ouro [171, 225] e durante os ensaios foram testadas outras moléculas, contudo, esta foi a
que apresentou maior eficiéncia na remocéo do estabilizante CTAB.

Inicialmente para avaliar a melhor concentragdo para aminagdo, 1 mL de suspensao
de AuNPs foram solubilizados em 5, 10, 15 e 20 uL. de dicloridrato de cistamina
(C4H12N2S2.2HCI) a 0,1 M (1:100) e mantidos a 48 £ 2 °C sob sonicagdo constante por
2 horas. Um esquema do procedimento é demonstrado na Figura 43.

N NH
H 2N/\/ S S/\/ 2
+ 2HCI
'\\'{Q ; : .‘ [ 48+2°C \\:4’ V"'--,;

Figura 43 — Etapas da aminacdo da suspensdo de AuNPs em presenca da molécula de dicloridrato de
cistamina.

Nesta etapa houve o rigido monitoramento da temperatura, pois € ela a principal
responsavel pela dissociacdo do estabilizante na superficie das NPs.

Apos o término da aminacdo e a reducdo da temperatura para 25 °C, as NPs
aminofuncionalizadas (AuNPs-Cys) foram medidas para determinar o comprimento de
onda do pico maximo de absor¢do e comparadas com a suspensdo de AuNPs ndo

aminadas.

b) ATIVACAO DO ANTICORPO
O anticorpo Anti-T.solium monoclonal (Ac) na quantidade 2 pg, foi ativado pela
adi¢ao de 1 pL a 50 mg/mL de Sulfo-NHS e 1 pL a 50 mg/mL de EDC. A mistura foi
mantida a 25 °C por 20 minutos, com agitagcdo em intervalos de 10 minutos. Em seguida,
foram adicionados 2 uL. de BME a 20 mM.

¢) CONJUGACAO
Para a imobilizacdo covalente do anticorpo (Ac) na superficie das NPs
aminofuncionalizadas, 200 uL. AuNPs-Cys foram incubados com o Ac monoclonal
ativado, e mantidos por 18 horas a 4 °C. Apos a incubacdo, o comprimento de onda de
absorcdo maxima da LSPR da suspensdo de AuNPs biologicamente funcionalizadas foi

determinado. Uma representacao esquematica deste protocolo é apresentada na Figura 44.
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Figura 44 - Representagao esquematica das AuNPs aminofuncionalizadas e conjugadas com o anticorpo
Anti-T. solium policlonal ().

d) TESTE DE ESTABILIDADE
O teste de estabilidade foi aplicado as suspensGes de AuNPs que apresentou

melhor biocompatibilidade com o protocolo de funcionalizacdo. Este teste apresenta
como finalidade obter informac6es sobre a durabilidade das amostras. Portanto, para o
monitoramento, as amostras foram armazenadas em Eppendorfs de 1,5mL a
temperatura de 4 °C e protegido da luz. As suspensdes foram separadas da seguinte
forma:

e AUNP (Turkevick ou MCMS)

e AuNP-Cys (a ser armazenada e medida a cada semana)

e AUNP (Turkevick ou MCMS) (para ser aminada a cada semana)
Uma vez por semana durante nove semanas, as amostras foram preparadas e
monitoradas visualmente e em espectrometro para levantamento do espectro de

absorbéancia. Os resultados séo apresentados no item 5.2.3.

444 DETECCAO DO ANTIGENO DE T. solium - SENSOR 1

A deteccdo de antigenos de T. soluim ocorreu pela adigdo de 142,5 uL da suspensio
de AuNPs-Ac (biologicamente funcionalizados), seguidos pela adi¢do do antigeno de
T. solium (Ag) na concentracdo de 30 mg/mL e pela medida dos deslocamentos dos
comprimentos de onda de absorcdo do LSPR em um intervalo de 5 minutos.
Primeiramente a concentracdo de antigeno testada foi de 2,0 pg/mL, e a seletividade do
nanobiossensor foi avaliada comparativamente usando trés diferentes concentracGes da
bactéria Escherichia coli O55 diluida em PBS (pH 7,2) como controle negativo.

Posteriormente, foram realizados com amostras de T. solium Ag diluida em PBS
(pH 7,2) em seis concentragOes diferentes: 0,1; 0,5; 0,75; 1,0 e 1,6 pg/mL. Todos os testes
foram realizados em triplicatas para a repetibilidade do processo. Por fim, foram testadas

em amostras de soros humanos positivos e negativos.
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445 TESTES COM SORO HUMANO - T. solium - SENSOR 1
Amostras de soro humano foram fornecidas pelo Laboratorio de Microbiologia do Instituto
Paulo de Goes da UFRJ para ensaios com o nanobiossensor. Foram fornecidas amostras de soro
positivo obtido de pacientes portadores da neurocisticercose sintomaética, e de soro negativo de
pacientes saudaveis.

45 CARACTERIZACAO - SENSOR 1

451 ESPECTROSCOPIA UV-Vis

As bandas de absorbancia das suspensdes de AuNPs foram medidas usando um
espectrofotometro (HR-4000, OceanOptics, Winter Park, U.S.), uma cubeta de quartzo
(Hellma) de 400 uL, com caminho 6ptico de 1 cm, uma fonte de luz (Thorlabs modelo
SLS201L) e um sistema de aquisi¢do de dados (OceanView). As medidas foram feitas no
Laboratorio de Instrumentacdo e fotbnica (LIF/UFRJ) em mesa Optica com sistema
pneumatico antivibracdo e a temperatura de ambiente de 25 °C. Na Figura 45 é mostrado
a configuracéo optoeletronica.

®

Intensidade (u.a)

Intensidade (u.a)

Comprimento de onda (nm)

* Antigenos nio especificos

(a)- R ; alre g ) W__;__ (e) o Antigenos de 7. solium

Y Anticorpo anti-7. solium

(O Nanoparticulas de ouro

Figura 45 - Configuracdo optoeletronica usada na medida do nanobiossensor por suspenséo de AuNPs;
(@) Fonte de luz branca; (b) Fibra optica; (c) Cubeta; (d) AuNPs funcionalizadas;(e)
Analisador de espectro 6ptico (OSA); (f) Espectro das AuNPs antes e apds a deteccéo.

A luz branca (Figura 45.a) é guiada através de uma fibra Optica (Figura 45.b) para dentro
de uma cubeta (Figura 45.c) contendo as AuNPs (Figura 45.d) e a amostra biologica.
Em funcdo da deteccéo bioldgica na superficie do nanobiossensor, mudangas de IR
acontecerdo e alguns comprimentos de onda serdo absorvidos. A luz resultante da
absorcdo é guiada para um analisador de espectro optico (OSA) (Figura 45.e). Em

seguida, os resultados sdo exportados para os softwares excel® e Origin®Pro2021

55



(Figura 45.) e as curvas dos espectros de absorbancia sao ajustadas por software Peakfit
4.12. para facilitar a determinacéo do valor maximo do pico de comprimento de onda.
Essas medidas foram feitas para as suspensdes de AuNPs apés cada sintese,

durante cada etapa da funcionalizacdo e na detec¢éo biologica.

452 MICROSCOPIA

Detalhes morfoldgicos das AuNPs foram analisados por Microscopio Eletronico de
Varredura por Transmissdo STEM (FEI TECNAI G2-F20, AmesLab, EUA) da Diviséo de
Metrologia de Materiais (DIMAT) do Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia (INMETRO) em Xerém-RJ para AuNPs sintetizadas pelo método de
Turkevich. As AuNPs sintetizadas pelo MCMS foram analisadas por um Microscépio
Eletronico de Varredura de feixe duplo SEM (FEI Versa 3D, Thermo Fisher Scientific,
EUA) do Nucleo de Microscopia Eletrénica da COPPE/UFRJ. Como suporte para as NPs
foram empregados a grade em cobre revestida com filme de carbono ultrafino tipo A 400
mesh, (Pelco, Ted Pella). O tamanho das AuNPs e a incerteza foram calculados com base

nos resultados obtidos pela microscopia.

453 POTENCIAL ZETA

A carga superficial das suspensfes de AuUNPs, ap0s a sintese, etapas de
funcionalizacdo bioldgica e detecgdo de antigenos, foram medidas através do potencial
Zeta (analisador Zetasizer Nano ZS90, Malvern Instruments, Reino Unido) em um angulo
de 90° em temperatura ambiente, usando uma cubeta de potencial 6mega zeta com um
eletrodo positivo e um negativo com capacidade para 400 puL de amostra. O tempo de
equilibrio foi fixado em 120 segundos e 10 execucdes.

Esta técnica foi aplicada para o monitoramento da estabilidade quimica da

superficie das AuNPs.

4.6 NANOBIOSSENSOR POF EM “U” COM AUNP - SENSOR 2
As etapas de fabricacdo, consistem em: remocgédo da casca e moldagem da POF,
funcionalizagdo da superficie curva do sensor a fibra optica, imobilizacdo das AuNPs,

testes de sensibilidade, imobilizagdo dos anticorpos e testes.

4.6.1 FABRICACAO DO NANOBIOSSENSORE POF EM “U”
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Os sensores em “U” a serem imobilizados com AuNPs foram fabricados usando
trechos retos de POF com 12 cm de comprimento e com a remogao de aproximadamente

2 cm da casca pertencente a curva do sensor, como mostrado na Figura 46.
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Figura 46 —Esquema do trecho de uma POF com a selecdo da regido para remocdo da casca, antes da
moldagem.

A remocdo da casca na regido curva do sensor é necessaria para a imobilizacdo das
suspensdes das AuNPs na superficie do nlcleo da POF, ao qual a composicao quimica é
conhecida. Para a remocdo da casca, foram usados lencos de limpeza antiestatico
(Kimtech Kimwipe) umedecidos em acetona, seguidos pela friccao da superficie curva da
POF até que a casca seja removida. Imediatamente, ap6s a friccdo e a remocéo da casca,
o0 sensor foi imerso em &gua ultrapura para evitar que o nucleo da POF reaja com a
acetona.

Apdbs a remocdo da casca, e limpeza dos sensores em alcool isopropilico, seguidos
pelo enxdgue em agua ultrapura e secagem em gas nitrogénio, os mesmos foram
visualizados em microscopio 6tico para a verificacao de possiveis rachaduras. Apds isso,

as fibras foram moldadas em “U” como especificado no item 4.3.

4.6.2 FUNCIONALICACAO E IMOBILIZACAO - SENSOR 2

A funcionalizagdo tem por objetivo facilitar a imobilizagdo das AuNPs de modo a
promover maior sensibilidade ao sensor. A medida que as AuNPs sdo imobilizadas sobre
a superficie funcionalizada, as NPs tornam-se mais estaveis, evitando agregacoes [226].

O preparo da superficie da fibra e a imobilizacdo foi orientado usando como base
0s procedimentos propostos por Halkare, P., et al., (2015) [77], Chen, I.C., et al., (2011)
[227], Chen, J., et al., 2015 [228] com algumas adaptacdes e que consiste em trés etapas:
funcionalizacdo do sensor a POF em “U”, imobilizacdo das AuNPs na regido curva e
sensivel do sensor e imobilizacdo dos anticorpos.

A funcionalizagdo da por¢do curva do sensor em “U” consiste na limpeza da
superficie em alcool isopropilico, seguidos pelo enxague em agua ultrapura e secagem

em gas nitrogénio. Apds isso, o sensor foi imerso em um béquer de 5 mL contendo 3 mL
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da solucdo de NaOH a 0,1 M e deixados por 24 horas a temperatura ambiente (Figura
47.2). Este processo consiste na hidrolise dos grupos funcionais etanoato de etila
(- COOCH3) presentes na superficie do sensor a POF, convertendo em grupos funcionais
carboxilicos (-COOH). A éarea de deteccdo foi entdo enxaguada, secas e submersas por
3 horas a temperatura ambiente em uma solucéo preparada pela mistura de 0,12 g de
APTES, 0,1 gde NHS e 0,14 g de EDC solubilizados em 50 mL de agua ultrapura (Figura
47.h).

As fibras foram entdo limpas em agua ultrapura e secas a 50 °C em estufa por
15 minutos [227]. Esta etapa é responsavel pela conversdo do grupo funcional
carboxilicos (-COOH) em grupamentos amida (-CONH>) que tem afinidade com as
suspensdes de nanoparticulas de ouro na fase aquosa por atracdo eletrostatica entre
AUNPs negativas e cobertas por CTAB [227, 229] (Figura 47.c). Apos a reducdo da
temperatura, 0s sensores foram entdo imersos em suspensdo coloidal de AuNPs pelo
MCMS e deixados a temperatura ambiente por 5 horas, tempo este testado para uma
melhor aderéncia das AuNPs (Figura 47.d). Logo apo6s, foram retirados, enxaguados e
embebidos em &gua ultrapura por um dia.

Um esquema das etapas é apresentado na Figura 47.
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Figura 47- Diagrama do processo de preparo e imobilizacdo das suspensdes de AUNPSs sobre a regido
sensivel do sensor em “U”; (a) hidroxilacdo da superficie da POF; (b) formacao de uma amida
com a adicdo do EDC, NHS e APTES; (c) adicdo da suspensdo de AuNPs; (d) POF
imobilizada com AuNPs. Fonte: Adaptado de [68, 227].

Apos aimobilizacéo das AuUNPs, os sensores a POF em “U” contendo AuNPs foram
testados em solucdes de sacarose, para aferi¢éo da sensibilidade em fungéo do IR do meio,
como descrito no item 4.4.2. Em funcéo dos resultados da sensibilidade em sacarose, o
protocolo de funcionalizacdo da superficie das AuNPs com os anticorpos foi aplicado,

conforme segue.
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O sensor POF em “U” contendo as AuNPs foi imerso em solucéo de dicloridrato
de cistamina (CsH12N2S2.2HCI) a 0,1 M (1:100) e mantidos a temperatura ambiente por
12 horas para que se formasse uma camada de grupos amina (-NH2) sobre parte da
superficie das AuNPs imobilizadas (Figura 47.a). Em seguida o sensor foi lavado com
agua ultrapura e PBS para remover o excesso de dicloridrato de cistamina néo ligado.

Na terceira etapa, os anticorpos Anti-T.solium monoclonal (Ac) (2 pg do anticorpo
Anti-T.solium monoclonal (Ac), foram ativados pela adi¢ao de 1 ulL a 50 mg/mL de Sulfo-
NHS e 1 uL a 50 mg/mL de EDC (Figura 48.b). A mistura foi mantida a 25 °C por
20 minutos, com agitacdo em intervalos de 10 minutos. Em seguida, foram adicionados
2 uL de BME a 20 mM [77, 223]. Os anticorpos ativados foram entdo colocados em
contato com a area sensivel do sensor contendo as NPs (Figura 48.c), seguidos pela

incubacdo por 18 horas a 4 °C. Um esquema das etapas € apresentado na Figura 48.
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Figura 48- Diagrama do processo de imobilizacdo das suspensdes de AuUNPs com o anticorpo; (a) adicao
do dicloridrato de cistamina; (b) ativagdo do anticorpo; (c) anticorpo ativado colocados em
contato com a &rea sensivel do sensor contendo as NPs. Fonte: Adaptado de [228].

Por fim, as sondas foram lavadas em uma solucdo de PBS por duas vezes para a remogao do
anticorpo néo ligados, seguidos pela medida do comprimento de onda de transmitancia.
As concentracdes de antigeno de T. solium foram diluidas em PBS (pH 7,2) em seis
concentracgdes diferentes: 0,1; 0,5; 0,75; 1,0; 1,6 e 2,0 ug/mL e para o controle negativo
foram usadas trés diferentes concentragdes da bactéria Escherichia coli O55 diluida em
PBS (pH 7,2). Todos os testes foram programados para serem feitos em triplicatas para a

repetibilidade do processo.
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4.6.3 ESPECTROSCOPIA UV-Vis - SENSOR 2

Os espectros de transmitancia do sensor em “U” com AuNPs foram medidas usando
um espectrofotdmetro na faixa de 200 a 1000 nm (CCS200, Thorlabs, EUA), uma fonte
de luz (SLS201L, Thorlabs), um sistema de aquisicdo de dados (OceanView), acopladores
para a entrada e saida do sinal dos sensores. As medidas foram feitas no Laboratorio de
Instrumentagcdo e fotbnica (LIF/UFRJ) em mesa Optica com sistema pneumatico
antivibracao e a temperatura ambiente de 25 °C. Na Figura 49 é apresentado o protétipo

de teste empregada.

FONTE DE LUZ

Figura 49 - Configuragéo optoeletronica usada para as medidas com o sensor em “U” contendo AuNPs.
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5.RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 NANOBIOSSENSOR POR SPR

5.1.1 CARACTERIZACAO DO NANOFILME DE OURO

A espessura do nanofilme produzido sobre as laminas para microscopia foi obtida
seguindo a metodologia descrita no item 3.8. A média das medidas realizadas resultaram
em uma espessura de 68,2 £ 4 nm para uma deposi¢do de até 20 minutos, correspondente

a uma taxa de 3,5 nm/min.

5.1.2 SENSIBILIDADE - SPR

A sensibilidade dos sensores em “U” foi calculada por regresséo linear com a
medida da transmitancia dos sensores sem e com o nanofilme de ouro em fungéo da
variacdo do IR do meio. Os sensores foram testados em diferentes concentracbes de
sacarose com a selecdo de trés comprimentos de ondas: 600, 800 e 845 nm. Na Figura 50

¢ apresentado a curva de sensibilidade do sensor POF em “U” sem ouro.
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Figura 50- Curva de sensibilidade normalizada dos resultados obtidos do sensor em “U” sem ouro em
funcdo da mudanca de IR do meio nos comprimentos de onda de 600, 800 e 845 nm.

Os comprimentos de onda de 600, 800 e 845 nm foram selecionadas por apresentar maior
sensibilidade para a POF, para o filme fino de ouro, para os testes de imunocaptura e com
menores presenca de ruidos.

Na Figura 50, & medida que o IR em solucéo de sacarose aumenta a transmitancia
diminui. Isso se deve principalmente por que 0s sensores a fibra optica em “U” sem
revestimento de ouro funcionam pelo principio da perda de luz na curva e com o0 aumento

do IR do meio, maior serd a quantidade de luz perdido para o meio. A analise do
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coeficiente angular, a sensibilidade maxima do sensor a POF foi determinada como sendo
de: 591,78 %/RIU para o comprimento de onda de 845 nm.

O sensor por SPR apresentou 0 aumento da intensidade da luz transmitida em
funcdo do aumento do IR do meio, comportamento este esperado devido a presenca do

nanofilme, como mostrados na Figura 51.
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Figura 51 - Curva de sensibilidade normalizada dos resultados obtidos do sensor em forma de “U” com
o nanofilme de ouro nos comprimentos de onda de 600, 800 e 845 nm.

Na Figura 51 dentre os comprimentos de onda selecionados, o de 800 nm apresentou
sensibilidade maxima da transmitancia em funcdo da variacdo do IR em solugdo de
sacarose como sendo de 338,26 %/RIU. Apesar do sensor sem ouro apresentar maior
sensibilidade, para as medidas de IR em sacarose em relacdo ao sensor com o nanofilme,
este Ultimo, apresenta o nanofilme como indispensavel para o funcionamento do
nanobiossensor ap6s a imobilizacdo dos anticorpos. Além disso, promove a seletividade
na superficie do nanobiossensor com o uso se menores quantidades de reagentes, menores
riscos biologicos e de desestabilizacdo em funcdo da camada nanométrica, resultando na
rapidez da execucdo dos procedimentos. Portanto, esses ensaios em sacarose servem
apenas como referéncia do comportamento do sensor em funcéo das variagdes do IR do
meio como um todo.

5.1.3 DETECCAO DA BACTERIAE. coli - SPR

Os nanobiossensores em “U” construidos segundo protocolo descrito no item
4.4.1e, foram submetidos a ensaios em suspensdes da bactéria Escherichia coli nas
concentragBes de: 1,5 x 10° 10% e 10% e 10> UFC/mL. Essas concentracbes foram
escolhidas de modo a resultar em uma curva de sensibilidade e determinar o limite de

deteccdo méaximo do sensor para menores concentracdes bacterianas.
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Os principais resultados encontrados durante os testes com a bactéria, nos

comprimentos de onda de maior sensibilidade, sdo apresentados nos itens a seguir.

O resultado do teste com a concentracdo de bactérias de 1,5 x 10° e 10* UFC/mL

sdo vistos na Figura 52.
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Figura 52 — Resultados dos testes do hanobiossensor por SPR submetido a suspensdes bacterianas de: (a) 1,5 x
108 UFC/mL de E. coli; (b)1,5 x 10* UFC/mL de E. coli.

No gréfico da Figura 52.a.b, 0 nanobiossensor apresentou um aumento da transmitancia

em funcdo do tempo o0 que comprova a imunocaptura das bactérias. O intervalo para que

ocorresse a imunocaptura foi estudo e determinado como sendo de 18 minutos para este

tipo de protocolo e nanobiossensor. Apos este intervalo 0 sensor passa a apresentar um

comportamento aproximadamente linear em fungéo do tempo.

A taxa de variacdo IR é diferente para comprimentos de onda diferentes, j& que,

conforme demonstrado nos testes com sacarose, a sensibilidade do sensor depende do

comprimento de onda.
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Os resultados dos testes do nanobiossensor em contato com uma concentracao de

bactérias de 1,5 x 10° UFC/mL s&o vistos na Figura 53.
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Figura 53— Resultados dos testes do sensor por SPR medindo uma concentragéo de 1,5 x10*UFC/mL de E. coli.

Na Figura 53, percebe-se que o sensor de 70 nm foi capaz de medir concentracfes de
E. coli 1,5 x10® UFC/mL. Abaixo dessa concentracdo néo foi possivel medir.

5.1.4 TESTES DE SELETIVIDADE PARA A BACTERIA E. coli

Os nanobiossensores foram imobilizados com anticorpos policlonais. Entretanto
este tipo de anticorpo € amplamente reativo com todos 0s sorotipos antigénicos somaticos
e capsulares (O e K) e, portanto, pode reagir de forma cruzada com enterobacteriaceae
relacionadas, ou seja, com bactérias gram-negativas. Sabendo disso, os sensores foram
testados em suspens@es bacterianas de Salmonella entérica serovar paratyphi e Bacillus
subtilis. Os resultados dos testes estdo apresentados nas Figura 54 segundo o

comprimento de onda de maior sensibilidade.
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Figura 54 — Nanobiossensores imobilizado com anticorpos de E. coli e imerso em suspensédo da bactéria
(a) Salmonella a 1,5 x 108 UFC/mL e (b) Bacillus subtilis 1,5 x 108 UFC/mL.

Na Figura 54.a, 0 nanobiossensor imobilizado com anticorpo da bactéria E. coli foi
testado em suspensdo da bactéria Salmonella entérica serovar paratyphi com uma
concentragdo de 1,5 x 108 UFC/mL. Para os dois comprimentos de onda: 600 e 845 nm,
0 sensor detectou a presenca de uma bactéria diferente da E. coli, o que é indesejavel,

mesmo para uma alta concentragédo. Entretanto a bacteria Salmonella integra o grupo das
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enterobacteriaceae, e neste caso recomenda-se 0 uso de anticorpos monoclonais anti-E.
coli para uma maior confiabilidade e seletividade.

Na Figura 54.b, o nanobiossensor foi testado em suspensdo da bactéria Bacillus subtilis
com uma concentracdo de 1,5x108 UFC/mL. Os resultados mostram que o
nanobiossensor permaneceu estavel com um delta de variacao dentro da taxa de disperséo
do sensor o que comprova que 0s anticorpos ndo capturaram este tipo de bactéria
classificada como gram-positivas.

5.1.5 CARACTERIZACAO - SPR

A estimativa da area de cobertura dos nanobiossensores ap0s a imunocaptura pelas
bactérias foi obtida através da metodologia descrita no item 3.8.2

Os resultados obtidos por Microscopia Optica da adesdo das bactérias sobre a
superficie do nanobiossensor ap0s o0 contato com a suspensao da bactéria E. coli na

concentragéo de 1,5 x108 UFC/mL sdo vistas na Figura 55.

Figura 55 — Imagem de microscopio 6ptico (com imersdo da amostra e ampliada em 1000 vezes) da adeséo
das bactérias E. coli em uma Iamina de vidro contendo o nanofilme imobilizado e ap6s o
contato com a suspenséo da bactéria E. coli na concentragéo de 1,5 x 108 UFC/mL e coloragdo
em corante safranina.

A estimativa da area de adesdo das bactérias sobre a superficie do nanobiossensor foi
calculada usando o software ImageJ e estimada em aproximadamente 32 %.
A visualizacdo da bactéria aderida a superficie do nanobiossensor foi feita atraves

do MEV. As micrografias obtidas sdo vistas na Figura 56.
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Figura 56 —Micrografias das bactérias E. coli (a) sobre a superficie do nanobiossensor em “U” em MEV
do CENABIO/UFRJ ampliada em 20.000 vezes; (b) Bactérias E. coli aglomeradas sobre a

superficie do nanobiossensor.

As micrografias obtidas, na Figura 56 apresentaram as imagens das bactérias dispersas
e/ou em ponto isolados sobre a superficie do nanobiossensor. Isso ocorreu devido ao
processo de tratamento em ponto critico de controle dos nanobiossensores antes da
visualizacdo, o que resultou na destruicdo e degradacdo de parte da superficie da fibra

Optica e consequentemente, de parte das bactérias que estavam aderidas a superficie.

5.2 SENSOR POR LSPR - SENSOR 1
52.1 SINTESE DAS NANOPARTICULAS DE OURO
A sintese das AuNPs pelos métodos de Turkevich e MCMS levam a formacéo de

uma suspensdo coloidal de NPs com um Unico pico de absor¢do, como podem ser vistos

na Figura 57.
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Figura 57 -Espectro de absor¢do maximo das AuNPs obtidas pelo método de Turkevich a 0,1 M e
0,25 M de sal de ouro e pelo MCMS.
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O comprimento de onda de absor¢do maxima das AuNPs sintetizadas pelo método
de Turkevich nas concentracgdes de 0,1 e 0,25 M de sal de ouro apresentaram picos de 521
e 520 nm respectivamente. Apesar da pequena diferenca de comprimento de onda
maximo entre as concentracdes, a intensidade do pico do espectro de UV-Vis
(absorbancia), observadas na Figura 57, foram ligeiramente diferentes. Isso esta
associado as diferentes concentraces de AuNPs [230] presentes na suspensdo coloidal.
Nesse sentido, a sintese pelo método de Turkevich utilizando 0,25 M de sal de ouro
apresentou maior concentracdo das AuNPs na suspensdo coloidal, em comparacao a
sintese utilizando 0,1 M de sal de ouro.

As AuNPs sintetizadas pelo método MCMS apresentaram pico de absorcao de
524,7 nm e banda de absorbancia mais larga, de modo a indicar que essas NPs apresentam
tamanhos maiores que as de Turkevich e/ou estdo polidispersas [164].

O comprimento de onda de absor¢do maxima das AuNPs obtidos por ambos 0s
métodos de sintese ficaram na faixa caracteristica entre 500-600 nm variando de acordo
com o tamanho e a forma das AuNPs [231]. A vista disso, para tamanhos diferentes de
AUNPs, temos picos de absorcdo ligeiramente diferentes. Assim sendo, para
nanoparticulas menores o comprimento de onda do pico de absorcao serd menor, de modo
que, a medida que o tamanho da AuNP diminui, observamos um desvio para 0
comprimento de onda do blueshift e & medida que o tamanho da AuNPs aumenta, um
desvio para o0 comprimento de onda correspondente ao redshift.

As propriedades morfoldgicas das NPs sintetizadas por Turkevich foram observadas

por meio da caracterizacdo em STEM, cujas micrografias sdo mostradas na Figura 58.

(a) (b)
Figura 58 - Micrografias das AuNPs sintetizadas pelo método de Turkevich em (a) 0,10 M e (b) 0,25 M
de sal de ouro.

Na Figura 58.a, as AuNPs sintetizadas na concentracdo de 0,1 M de sal de ouro

apresentaram diametros de 15,7 + 1,6 nm e com 0,25 M de sal de ouro, Figura 58.b,
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apresentaram diametro de 14,6 + 2,3 nm com formato aproximadamente esférico. Essas
AuUNPs apresentaram didmetros muito préximos, com distribuicdo morfoldgica
semelhantes.

A variacdo na concentracdo de sal de ouro para uma mesma concentracao de agente
redutor que também é estabilizador, produziu uma variacdo na taxa de adsorcao de Au*
durante a fase de nucleacdo, e como consequéncia no controle da uniformidade das
nanoparticulas e na polidispersidade [232].

A polidispersidade normalmente é observada em suspensdes de AuNPs sintetizadas
com o agente redutor citrato de sodio, produzindo NPs com alto grau de elipticidade,
devido a reducéo diferencial nas particulas, que podem ser reduzidas usando o método de
crescimento por semeadura [55, 233] mesmo aumentando a concentracdo do agente
redutor ou agente precursor como foi feito. Segundo testes realizados por CHOW e
ZUKOSKI (1994) [233] ao manter a concentracdo de citrato de sodio fixa e variar a do
sal de ouro, constatou-se que o tamanho da particula pouco variou para uma ampla faixa
de concentracOes de sal de ouro investigadas. Deste modo, torna-se invidvel a producéao
de AuNPs maiores que 20 nm por este método [149].

As AuNPs sintetizadas por MCMS foram observadas por meio da caracterizacdo em

SEM e as micrografias sdo mostradas na Figura 59.

Figura 59 - Micrografias em SEM das AuNPs sintetizadas pelo método MCMS.

Na Figura 59, as AuNPs apresentaram diametros de 20,5 £ 3,1 nm 0 que estd em
conformidade com os diametros reportados na literatura [235]. Também nesta
micrografia as NPs apresentaram-se aglomeradas, isso se deve a remocao do excesso de
CTAB e concentracdo da suspensdo coloidal antes da caracterizacdo, para melhor
visualizagdo. O CTAB ¢ o responsavel pelo direcionamento do crescimento das NPs, que

a depender da concentracdo podem adquirir formato de nanobastdes ou de nanoesferas.
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A sensibilidade das suspensdes de AuNPs por Turkevich e por MCMS em funcao
da variagdo do IR do meio circulante foram medidas atraves da mistura em diferentes
concentragdes de sacarose produzindo variagOes na faixa de 1,33 a 1,40 RIU. A evolugéo
da posicdo do pico maximo de absorbancia do comprimento de onda (LSPR) com o IR
do meio circundante sdo apresentados na Figura 60.
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Figura 60 -Comprimento de onda méximo de absorbancia versus indices de refracdo do meio
circundante das suspensdes de nanoparticulas de ouro (AuNPS) sintetizadas por Turkevich
a 0,1 M de sal de ouro (e); a 0,25 M de sal de ouro (A); e por MCMS (m).

O comprimento de onda de ressonancia das AuNPs sintetizadas por Turkevich a 0,1 M
apresentaram deslocamento de 520 para 523 nm e na concentracdo de 0,25M o
deslocamento foi de 521 para 524 nm. Para as AuNPs sintetizadas pelo MCMS, o
comprimento de onda de ressonancia passou de 524 para 527 nm como é mostrado na
Figura 60. Para todas essas trés sinteses, o comprimento de onda de ressonancia das
AUNPs apresentou um desvio para o redshift a medida que o IR do meio circundante
aumentou.

A inclinacdo da reta representa a sensibilidade do nanossensor em fungdo da
variagdo de IR. As AuNPs sintetizadas por Turkevich mostraram uma sensibilidade de
49 nm/RIU (0,1 M de sal de ouro) e 47 nm/RIU (0,25 M de sal de ouro). A proximidade
desses valores se deve a similaridade em tamanho e forma das NPs obtidas pelo método
de Turkevich. Para AuNPs pelo MCMS foi calculada uma sensibilidade de 34 nm/RIU.

A sensibilidade do nanobiossensor em funcdo das variacGes de IR ndo depende
apenas do tamanho e forma, mas também das interacGes e da separacdo interparticula
[221, 236]. Apesar do maior tamanho das nanoparticulas obtidas por MCMS, um menor
valor de sensibilidade foi observado para medidas de IR. Este efeito pode ser atribuido a

presenca do estabilizante CTAB na suspensdo coloidal, que em excesso, alem de
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proporcionar uma camada protetora para a NPs, promove a repulsao eletrostatica entre as
NPs [235]. Além disso, quando os plasmons sdo excitados, resultam em varias
frequéncias de ressonéncia plasménica sobrepostas o que pode diminuir a sensibilidade
do nanossensor na medida do IR do meio [221]. No entanto, ao realizar os protocolos de
funcionalizacdo com o anticorpo a superficie das AuUNPs, esses efeitos sdo drasticamente
reduzidos.

O potencial zeta, foi usado como parametro para indicar a estabilidade das
suspensdes coloidais. A amplitude em volts do potencial, especifica a repulsdo
eletrostatica entre as particulas em dispersao e a resisténcia a agregacao.

Para valores maiores que £ 40 mV (positivo ou negativo), ha boa estabilidade,
enquanto para valores entre = 30 mV e £ 10 mV, ha baixa estabilidade. Para valores
menores que = 10 mV haverd rapida coagulacdo e floculacdo [174, 237] como
apresentado no item 3.8. Os resultados dos potenciais zeta das suspensdes de AuNPs

sintetizadas sdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5. Resultados da medida da estabilidade da suspencéo coloidal de AuNPs.

AuUNP Potencial Zeta Comportamento de estabilidade dos coloides
(mV)
Turkevich -442+5.3

Boa estabilidade
MCMS +46,6 + 2,7

Os valores dos potenciais zeta para a sintese de Turkevick foram de aproximadamente
-44,2 + 5.3 mV para ambas as concentracfes de sal de ouro. Esses valores estdo em
acordo com os valores reportados na literatura de -43 + 5 mV, independentemente da
concentracdo de AuNPs presente na suspensao coloidal [238].

O sinal negativo do potencial indica que a ligacdo de ions citrato na superficie das
NPs ocorre eletrostaticamente por meio de atomos de oxigénio negativos de grupos
carboxilicos (oxianions) nas extremidades da molécula de citrato. Ja a sintese pelo
MCMS apresentou Potencial Zeta de +46,6 £ 2,7 mV indicativos de boa estabilidade. O
sinal positivo do potencial confirma que as AuNPs estdo estabilizadas e carregadas

positivamente, devido ao uso do surfactante catiénico CTAB.

5.2.2 FUNCIONALIZACAO DAS AuNPs E DETECCAO DE T. solium

O processo de aminacao substitui o estabilizante presente na superficie das AUNPs
sintetizadas por grupos tiolados. Além de fornecer o grupo amina necessario para a
ligagdo com o anticorpo, a etapa de aminagdo também ajuda a prevenir a agregacdo das

NPs na suspensao.
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Os grupos tidis provenientes da cistamina (Cys) possuem alta afinidade com a
superficie do ouro e podem deslocar o citrato ou o revestimento CTAB, permitindo a
formacdo de fortes interacBes e superficies organicas bem definidas, com varidveis
quimicas e bioquimicas, funcionalidades estas que determinam as propriedades da
interface exposta ao ambiente externo [239].

Dependendo do revestimento, temperatura e concentragéo, as AuNPs reagem de
maneira diferente na presenca da cistamina durante o processo de aminagdo. Neste
sentido, foram testados os volumes de 5, 10, 15 e 20 uL de dicloridrato de cistamina a
0,1 M (1:100) conforme descrito no item 4.4.3a. Os resultados da aminacao para a sintese
de AuNPs por Turkevich nas concentrages de 0,1 e 0,25 M sdo apresentados na
Figura 61.

AuNP-Cys - 0,1 M

BERE

AuNP-Cys - 0,25 M

! " ". ! '
Figura 61 — Suspensfes de AuNPs antes e ap6s a aminagdo por Turkevick a 0,1 M e 0,25 M.

As suspensdes de AuNPs sintetizadas por Turkevich, apds a aminacdo mostraram a
desestabilizacdo de todas as suspensdes de AuNPs contendo dicloridrato de cistamina,
com alteracdo da cor, presenca de precipitados e/ou aglomerados, independentemente de
a concentracao do sal de ouro ser de 0,1 ou de 0,25 M.

A desestabilizacdo pode estar relacionada a maltiplos cruzamentos eletrostaticos ou
que a amina do cloridrato de cistamina fica desprotonada nas condicGes avaliadas,
levando a uma perda de repulsdo eletrostatica entre as AuNPs, pois forma uma camada
passivadora na superficie das NPs [240, 241]. Por outro lado, AuNPs sintetizadas pelo
MCMS apresentaram boa estabilidade durante a etapa de aminagdo para todas as
concentragOes avaliadas, com auséncia de precipitados, aglomerados e variagdes abruptas

de cores como podem ser vistos na Figura 62.
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Figura 62 — Suspensdo de AuNPs antes e apds a aminacgéo pelo MCMS
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Considerando a boa estabilidade quimica e fisica das AuNPs por MCMS frente a
modificacdo da superficie, o espectro de absorbancia méaximo foi medido. O
deslocamento (blueshift) promovido pela remocédo do estabilizante CTAB na superficie
das AuNPs foi satisfatoriamente substituida por grupos aminas fornecidas pela cistamina,

como podem ser comprovadas no espectro da Figura 63.
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Figura 63 — O deslocamento do pico de absor¢do em cada concentracdo de aminagdo nas AuNPs por
MCMS. Em destaque para o pico de absor¢cdo méximo no volume de 10 uL.

Tendo em vista, que as AuNPs sintetizadas pelo MCMS apresentaram melhores
resultados nos ensaios aminagéo, esta sintese foi, portanto, selecionada para a detecgdo
do antigeno de T. solium. O volume de 10 uL de solucéo de dicloridrato de cistamina a
0,1 M foi escolhido como concentracdo adequada para a aminagao por apresentar o maior

delta de deslocamento (blueshift), como detalhados na Tabela 6.
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Tabela 6. Comprimentos de onda de LSPR e o delta dos deslocamentos das AuNPs
MCMS aminadas em dicloridrato de cistaminaa 0,1 M.

AuNPs-Cys (0,1 M)

AUNPs 5L 10 pL 15 uL 20 pL
Absorbancia Maxima
+ 2 (nm) 525,12 nm 523,43 nm 522,07 nm  523,15nm 523,22 nm
Delta de Absorbancia 0 - 1,69 nm 23,05 nm 1.97 nm -1,9nm

Maxima (nm)

Considerando o efeito combinado do IR local do meio circundante, do revestimento
em torno das NPs, da transferéncia de carga entre as NPs e o solvente presente no meio
[54] o efeito combinado dessas varidveis resultou em um blueshift do espectro de
absorbancia para a AuNPs-Cys e um redshift para AuNPs, semelhante ao observado por
[242].

52.3 TESTE DE ESTABILIDADE E DA VARIABILIDADE DO PROCESSO
Apds os testes de aminacéo, a escolha do método de sintese e a concentracao ideal
para a aminagao, as AuNPs por MCMS foram armazenadas e monitorados durante nove
semanas (56 dias) para verificacdo da estabilidade em funcdo do tempo de

armazenamento. Os resultados dos ensaios sdo apresentados na Figura 64.
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Figura 64 - Monitoramento semanal da estabilidade das (®) AuNPs, (A) AuNPs-Cys aminadas e (m)
AuNPs-Cys aminadas semanalmente a 10 uL (0,1 M).

Na Figura 64 as AuNPs sintetizadas apresentaram capacidade para serem armazenadas
sem perda de estabilidade por até 56 dias quando revestidas em CTAB. Em funcéo do
tempo de armazenamento e do deslocamento espectral as AuNPs-Cys ja aminadas e
aminadas semanalmente foram avaliadas. A tabela 7 apresenta os deslocamentos do

LSPR semanal.

73



Tabela 7. Pico de comprimentos de onda de absorbancia maximo e o delta de
deslocamento das AuNPs-Cys em fungéo do tempo de armazenamento.

Absorbancia Maxima £ 2 (nm)

Pico maximo de Delta Delta
Semana comprimento de onda AUNPS-CVs AuNPs-Cys
das AuNPs y semanalmente

1° 526 nm -3,0 nm -3,6 nm
20 525 nm -1,8 nm -2,3nm
3° 526 nm -2,4 nm -2,8nm
40 525 nm -1,8 nm -2,4nm
50 525 nm -1,2 nm -1,9nm
6° 525 nm -1, 1 nm -2,1 nm
7° 525 nm -1,7 nm -1,9 nm
8° 525 nm -1,8 nm -1,7 nm
9o 524 nm -0,7 nm -1,5nm

As AuNPs-Cys aminadas e monitoradas semanalmente apresentaram estaveis por
aproximadamente trés semanas, apos isso houve uma reducdo do delta de deslocamento
em relacdo as AuNPs de origem. Segundo KAUR e CHUDASAMA (2018) [243] as
suspensdes de NPs ndo devem ser armazenados em sua solucéo de crescimento (CTAB)
porque eles continuam a envelhecer, levando a um deslocamento progressivo para o azul
de sua banda LSPR. Portanto uma dispersdo de AuNPs pobre em CTAB e com maiores
quantidades de agua pode permitir preservar as propriedades dos AuNPs por um periodo
maior [139, 243].

Apesar da purificacdo das suspensdes de AuNPs apds a sintese e remoc¢do do
excesso de CTAB, esta etapa mostrou ser insuficiente para evitar ou retardar o
envelhecimento das AuNPs. Portanto, neste estudo foram adotadas como protocolo o uso
das suspensfes de AUNPs sintetizadas com um tempo maximo de duas semanas, e
aminadas horas antes do inicio da realizacdo do protocolo de imobilizacdo com o0s
anticorpos.

Uma vez que os testes em cubetas utilizam amostras diferentes, foi necessario
verificar a variabilidade do processo e a capacidade de repeticdo dos resultados. Para
tanto, foram realizadas medidas em dez amostras de suspensdo de AuNPs de uma mesma
sintese. As curvas foram ajustadas pelo software Peakfit a fim de facilitar o calculo do
valor do comprimento de onda de absor¢cdo maximo. Os resultados de cada medida estéo

apresentados na Tabela 8 com os valores da média e do desvio padrédo.
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Tabela 8. Comprimento de onda do pico de absor¢do maximo de cada amostra da sintese
de AuNPs pelo MCMS.

Amostras da sintese —
de AUNP -MCMS L 2 3 4 > 6 7 8 9 10 X S

Pico d(‘-‘ner‘ﬁ)sor‘?ﬁo 5260 5242 5253 5250 5255 5250 5253 5242 5247 5253 5250 055

A média das medidas da suspensdo na cubeta foram de 525 nm com um desvio
padrdo de 0,55, o que indica baixa variabilidade do processo e boa capacidade de

repeticéo.

5.2.4 CONJUGACAO COM ANTICORPOS E TESTES COM T. solium

Na Gltima etapa da imobilizacdo, as AuNPs-Cys foram conjugadas a anticorpos
(Ac) ativados de T. solium permitindo um acoplamento do Ac as nanoparticulas. Este
processo ostentou estabilidade e deslocamento do pico de absorbancia maximo tendendo
para o redshift em funcdo do aumento do peso molecular devido a estrutura proteica
acoplada a NPs, conforme mostrado na Figura 65 (AuNPs-Ac). Um outro teste foi
realizado para verificar a capacidade do nanobiossensor proposto em detectar antigenos
(Ag) de T.solium presentes em uma suspensao coloidal a 2 pg/mL. O resultado é

apresentado na Figura 65 identificado por AUNP-Ac-Ag 2ug/mL.
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Figura 65 - O deslocamento do pico de absorcdo em cada etapa do protocolo de imobilizagdo e quando
em contato com o antigeno de T. solium.

Na Figura 65 é possivel notar um redshift de 21,4 nm, indicando a reacdo de
imunocaptura Ac/Ag.

Em todas as etapas do processo de imobilizagéo e do teste de detecgéo de T. solium,
0 Potencial Zeta foi medido. A Tabela 9 mostra resumidamente o pico do comprimento

de onda da LSPR e o respectivo deslocamento para todas as etapas da imobilizagéo, bem
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como para o nanobiossensor de T. solium e o Potencial Zeta em cada fase. Observe que
as suspensdes de AuNPs apresentaram valores de Potencial Zeta superiores a +20 mV em
todas as etapas, garantindo a estabilidade do nanobiossensor, que é a principal
preocupacdo para aplicacdo biomédica. A estabilidade do nanobiossensor também foi
confirmada pela espectroscopia de absorcdo de UV-vis (Figura.65), que permitiu o
monitoramento da interagdo de substratos ligantes com AuNPs [244].

Tabela 9. Comprimentos de onda de LSPR, deslocamentos e Potencial Zeta durante as
etapas de funcionalizacao e apds o contato com a T. solium.

Etapas de funcionalizacgdo

AUNPs AUNPs-Cys AUNPs-Ac AuNPs-Ac-Ag
Absorbancia
Maxima 524,7 nm 521,6 nm 541,7 nm 563,1 nm
+ 2 (nm)
Delta de
Apsgrbancna 0 -3,1nm +20,1 nm +21,4nm
Maxima (nm)
Potencial Zeta
+2,7 (MV) + 46,6 MV +40 mvV +29mvV +261mV

Com base nesses resultados, é possivel indicar que o nanobiossensor coloidal por

LSPR desenvolvido é capaz de detectar o parasita T. solium em amostras clinicas.

525 TEMPO DE RESPOSTA, SELETIVIDADE E SENSIBILIDADE

Para verificar o tempo de deteccdo do nanobiossensor, para captura de T. solium Ag
com 2 pg/mL foi medido em trés intervalos de tempo diferentes como podem ser vistos
na Figura 66.
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Figura 66 - Espectros de absorbancia de UV-Vis da captura de 2 pg/mL de Ag de T. solium pelo
nanobiossensor em um tempo de contato de 5, 10 e 15 minutos.
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Os espectros de absorbancia de UV-Vis, como vistos na Figura 66, de Ag de
T. solium foi detectado apds 5 minutos com um desvio para o redshift em torno de 26 nm.
Entre 10 e 15 minutos, ndo houve nenhum deslocamento relevante adicional perceptivel
do pico de comprimento de onda de absorcao.

Esse tempo de deteccdo de cinco minutos é compativel com o trabalho de Oliveira
J.P., et al., (2019) [245] que relataram cinco minutos como tempo de incubagéo dos
bioconjugados com o antigeno 17R-estradiol, detectado pela técnica de LSPR.

Outros trabalhos, também baseados em nanobiossensores por LSPR, mostraram
tempos de deteccdo de antigenos mais longos, como 20 minutos para detectar
Trypanosoma cruzi [75] e 30 minutos para detectar Escherichia. coli [224, 246]. Portanto,
0 tempo de deteccdo de cinco minutos obtido neste trabalho pode ser considerado como
uma detecc¢do rapida, consistindo em uma vantagem importante quando comparado ao
ensaio imunoenzimatico (ELISA), uma técnica padrdo para o diagndstico de NCC, e que
leva horas para serem concluidas [247, 248].

A seletividade do nanobiossensor desenvolvido foi investigada usando outro agente
bioldgico como controle negativo. Para este proposito, 0s conjugados AuNPs-Ac foram
colocados em contato com suspensdes das bactérias Escherichia coli (E. coli) em PBS
com varias concentragdes, como 1,5 x10%, x10° e x10” UFC em condigBes experimentais
semelhantes. A Figura 67 mostra os espectros LSPR para cada concentracéo,
confirmando que ndo foram observadas alteracdes nos espectros de absorbancia,

indicando que a bactéria E. coli ndo foi capturada por anticorpos de T. solium.
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Figura 67 -Espectros de absorbancia de conjugados de anticorpos AuNP-Ac apds contato com diferentes
concentraces de E. coli, mostrando nenhum deslocamento do espectro de absorcdo LSPR.
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O préximo teste foi a avaliacdo da sensibilidade do nanobiossensor proposto. Para
estas varias concentragdes de Ag de T. solium na faixa de 0,1 a 2,0 pg/mL foram aplicadas

ao nanobiossensor, como mostrados na Figura 68.
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Figura 68 - Espectros de absorbancia de UV-Vis de conjugados de anticorpos AuNP-Ac ap6s adigdo de
diferentes concentracGes de Ag de T. solium.

Na Figura 68, o deslocamento do pico LSPR aumentou com a quantidade de antigeno
ligados as AuNPs funcionalizadas.

Na Figura 69 é mostrado uma curva dose-resposta exibindo uma correlacao
sigmoidal, como mostrado pela linha pontilhada. A mudanca relativa da resposta ao
deslocamento concorda com Vvarios autores que usaram LSPR para deteccdo de biotina
[236], estreptavidina [249], hepatite B [250], e biomarcadores de LDL-HDL [251].
Também as barras de erro representaram o desvio padrdo em trés medicdes
independentes. O coeficiente de variacdo (% CV) obtido para todas as concentracfes
avaliadas foi inferior a 10 %, indicando uma precisao satisfatéria para deteccéo de Ag de
T. solium, semelhante ao relatado por KIM, J. et al., (2018) [252] para deteccdo do

antigeno da hepatite B.
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Figura 69 - Curva de dose-resposta do redshift do nanobiossensor em fun¢do das concentragfes de Ag
de T. solium.

Conforme apresentado na Figura 69, quando os antigenos estavam presentes em
concentragdes mais baixas, um pequeno deslocamento para o redshift foi observado,
implicando em um estado insaturado. Também € possivel notar que na faixa de 0,5 a
1,5 ug/mL de Ag de T. solium, os redshifts aumentaram progressivamente em relacdo a
concentracdo de Ag. Os ultimos redshifts mostraram uma pequena variagdo nas
concentrag0es mais altas, indicando um estado de saturagéo.

A evolucdo dos redshifts pode ser interpretada como comportamento cinético para
a ligacdo em estado estacionario, conforme apresentado por [253]. A menor resposta
significativa foi a 0,1 pg/mL de Ag de T. solium, ja no estado insaturado, indicando que
o limite de deteccdo do nanobiossensor é superior a 0,1 pg/mL de Ag de T. solium. Este
resultado € satisfatorio uma vez que estudos relatam que a concentracdo de antigenos
microbianos no sangue humano pode variar de 0,04 a 2 pg/mL nos primeiros dias de uma
infeccdo, podendo chegar até 50 pg/mL segundo Alcon, S., et al., (2002) [255].

Estudos de um ensaio imunoenzimatico indireto (I-ELISA) realizados por BIONDI,
G.F., et al., (1996) [255], empregou 10 pg/mL de Ag heter6logo do metacestodo de
T. crassiceps para avaliar o imunodiagnéstico de cisticercose em porcos. Ja PINTO
P.S.A, et al., 2000 [248] apresentaram o diagndstico de cisticercose em porcos usando
uma variagdo de 2 pg/mL a 5 pg/mL de antigeno de T. solium e T. crassiceps. Essas
concentracdes sdo superiores as utilizadas neste trabalho, que variaram de 0,1 a
2,0 yg/mL de Ag de T. solium. Nesse sentido e considerando um limite de deteccdo
superior a 0,1 pg/mL, demonstra-se uma maior sensibilidade do nanobiossensor por

LSPR proposto.
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Para concentracdes de antigeno entre 0,5 pg/mL e 1,5 pg/mL observa-se uma faixa
de deteccdo linear (linha vermelha na Figura 69), apresentando um coeficiente de
correlagdo de 0,983, e uma sensibilidade de 16 nm/(ug/mL) sugerindo que o Ag de
T. solium pode ser detectado quantitativamente neste alcance. Analogamente, também foi
observada uma faixa linear para deteccdo de agentes biologicos e biomarcadores
utilizando SPR, para E. coli [246], para Trypanosoma cruzi [248], para dipeptidil
peptidase [244] e para 17R-estradiol [245].

52.6 TESTE COM SORO HUMANO

Amostras de soro humano positivas e negativas foram utilizadas para detec¢édo de
T. solium. A amostra de soro positiva foi coletada de um paciente com neurocisticercose
sintomatica, confirmada pela técnica de ELISA, e a amostra de soro negativa foi coletada
de um voluntéario saudavel. Ambas as amostras de soro foram fornecidas pelo Instituto de
Microbiologia Paulo de Goes-UFRJ. Uma vez que o soro apresenta propriedades
diferentes, como turbidez e a presenca de outras proteinas, que afetam o indice de
refracdo, diferentes desvios de pico LSPR podem ser esperados [249, 256], como vistos

na Figura 70.
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Figura 70 - Espectros de absorbancia de UV-Vis de conjugados de anticorpos AuNPs-Ac apds adi¢do
de amostras de soro humano.

A Figura 70 mostra a resposta do nanobiossensor para ambas as amostras de soro, sendo
que para 0 soro positivo produziu um desvio de LSPR em torno de 16,2 nm devido a
interacdo entre antigenos conjugados em AuNPs e o0 anticorpos apresentados na amostra.
Por outro lado, a amostra de soro negativa apresentou um pequeno desvio de LSPR, que
ocorreu devido a ligeira alteragdo do IR circundante e a alta sensibilidade do
nanobiossensor inerente a técnica de LSPR [75, 250]. Nesse sentido, os efeitos das
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especies estranhas e ligantes inespecificos sdo baixos na amostra de soro negativa, o que
sugere boa especificidade e potencial do nanobiossensor para deteccdo de T. solium em
amostras clinicas para diagnostico de pacientes com neurocisticercose.

As amostras clinicas foram cedidas pelo laboratorio de Microbiologia do Instituto
de Microbiologia Paulo de Gées-UFRJ, como resultado de um projeto de pesquisa

desenvolvidos por eles [220].

5.3 SENSOR POR LSPR - SENSOR 2

Foram produzidos sensores a fibra Optica plastica em “U” com as extremidades
devidamente polidas e clivadas antes de serem funcionalizadas com as AUNPs
sintetizadas pelo MCMS. Para melhor visualizagdo, o protocolo foi realizado também

sobre a superficie de placas de PMMA como vistos na Figura 71.

(a)
Figura 71- (a) Placas de PMMA sendo funcionalizadas com suspens@es de AuNPs; (b) Placas de PMMA
funcionalizadas com AuNPs

ApOs esta etapa, 0s nanossensores em “U” contendo AuNPs foram imersos em diferentes
concentracdes de solucdo de sacarose para a levantamento da sensibilidade méaxima do

sensor em funcéo do IR meio. Os resultados sdo apresentados na Figura 72.
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Figura 72- Medidas da transmitancia versus indices de refracdo do meio circundante do sensor em “U”
funcionalizado com AuNPs.
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Na Figura 72, os nanossensores em “U” funcionalizados com AuNPs apresentaram
reducdo da intensidade da luz transmitida em funcdo do aumento do IR do meio e uma
sensibilidade méxima de 159,43 nm/RIU. O pico méaximo de comprimento de onda das
AUNPs ficou entre 475 e 550 nm, o que é caracteristico da presenca das AuNPs sobre a
superficie da POF. Contudo, houve uma maior predominancia do efeito do campo
evanescente da fibra Optica encurvada em relacdo ao efeito do LSPR, resultado da
polidispersidade das AuNPs sobre a superficie, mesmo quando funcionalizada em
grandes concentragdes.

Em virtude da baixa intensidade do sinal transmitido em funcdo do IR do meio, e
pela maior predominédncia da perda de luz por refracdo, optou-se por sugerir 0O
desenvolvimento deste nanobiossensor como trabalhos futuros, assim como a realizagéo
e possiveis ajustes do protocolo de imobilizacdo sobre a superficie das AuNPs na POF.
Isso porque a construcao de nanobiossensores com este tipo de configuracao permitiria o
desenvolvimento e uso de sistemas optoeletronicos mais econdémicos, o efeito do LSPR,

e consequentemente com maior sensibilidade na detecgédo de analitos
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6. CONCLUSAO

A proposta deste trabalho foi desenvolver uma solucéo rapida e portatil para a
deteccdo da bactéria E. coli e da T. solium aplicando a nanotecnologia.

O efeito do nanofilme de ouro sobre os sensores foi estudado através de testes com
solucdes de sacarose. O nanofilme com espessura de aproximadamente 70 nm apresentou
um comportamento linear em uma faixa mais estreita, de 1,33 a 1,38, e uma resposta
diretamente proporcional ao indice de refracdo, equivalente as respostas de sensores
semelhantes que funcionam por SPR. Embora o filme de ouro reduza a sensibilidade em
relagdo ao sensor sem ouro, o nanofilme apresenta como vantagem uma melhor
imobilizacéo dos anticorpos a superficie da POF e o efeito do SPR.

O nanobiossensor por SPR foi capaz de detectar a presenca da bactéria E. coli em
a uma concentragdo de 1,5 x 10® UFC/mL. Nos testes de seletividade, o sensor ndo
capturou a bactéria Bacillus subtilis (gram-positivas), mesmo na concentracdo de 1,5 X
108 UFC/mL, considerada elevada. Contudo, o sensor detectou a presenca da Salmonella.
Isso é atribuido ao uso de anticorpos policlonais de E. coli que pode reagir de forma
cruzada com enterobacteriaceae relacionadas, incluindo a Salmonella. Portanto,
recomenda-se para testes seletivos da bactéria o uso de anticorpos monoclonais.

Nanobiossensores baseados em LSPR para detec¢do de antigenos de T. solium
usando suspensdo coloidal de AuNPs e por imobilizagdo em POF em “U” foram
desenvolvidos. Foram produzidas duas suspensdes coloidais de AuNPs, sendo a primeira
pelo método de Turkevich que se mostrou inviavel para a funcionalizacdo dos anticorpos
anti-T.solium e o outro pelo Método de Crescimento Mediado por Semente adaptado para
a sintese de nanoesferas de ouro.

As AuUNPs sintetizadas pelo Método de Crescimento Mediado por Semente
presentaram uma melhor estabilidade quimica e bioquimica durante a funcionalizacao
com anticorpo de T. solium, em comparacdo as AuNPs sintetizadas pelo método de
Turkevich.

Concentragdes de 0,1 pg/mL a 2,0 pg/mL de antigeno de T. solium foram detectadas
em suspensdes coloidais de AuNPs, mostrando deteccdo rapida em apenas 5 minutos,
uma sensibilidade de 16 nm/(pug/mL) e Limite de deteccdo (LOD) superior a 0,1 pg/mL.
O nanobiossensor por suspenséo coloidal de AuNPs foi capaz de distinguir uma amostra

de soro humano positiva de uma negativa, correspondendo a individuos portadores e ndo
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portadores da NCC respectivamente. Desse modo, o nanobiossensor desenvolvido podera
se tornar uma nova ferramenta para o diagnostico da neurocisticercose.

O nanobiossensor a POF em “U” contendo AuNPs ndo apresentou
biocompatibidade para ser funcionalizados com anticorpos de T. solium e, portanto,
sugere-se um estudo mais detalhado para otimizacdo deste protocolo, ao qual nédo foi
possivel devido as inUmeras restricGes experimentais em virtude do isolamento social
imposta pela pandemia da COVID-19.

Portanto, em suma, concluimos que o nanobiossensor a POF em “U” contendo
nanofilme de ouro foi capaz de detectar concentracdes de E. coli em suspensdo com limite
de deteccdo menores que 0s sensores reportados na literatura, podendo ser otimizado e
empregado na analise periddica da balneabilidade das aguas de rios e mares. O
nanobiossensor coloidal foi capaz detectar antigenos de T. solium e pode ser usado para
o diagnostico de pacientes portadores da neurocisticercose. Ja 0 nanobiossensor a POF

imobilizado com as AuNPs seré necessario um maior aprofundamento.

6.1 TRABALHOS FUTUROS

A fim de dar continuidade a este trabalho e aperfeicoar as tecnologias propostas,
sugere-se adotar as seguintes acoes:

« Desenvolver um setup portéatil, mais sensivel, com saida em POF, uso de LEDs
pelo efeito do SPR;

 Testar anticorpos monoclonais nos protocolos de imobilizacao da E. coli;

« Com objetivo de aumentar a distribuicdo e concentracdo das nanoparticulas

imobilizadas sobre a POF em “U”, novos protocolos podem ser testados.
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