
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANÁ 

DENYS RIBEIRO DE OLIVEIRA

APLICAÇÃO DE NANOMATERIAIS 2D E 3D NO DESENVOLVIMENTO DE
BIO(SENSORES) PLASMÔNICOS

CURITIBA
2025



DENYS RIBEIRO DE OLIVEIRA

APLICAÇÃO DE NANOMATERIAIS 2D E 3D NO DESENVOLVIMENTO DE
BIO(SENSORES) PLASMÔNICOS

Tese apresentada ao Programa de Pós-graduação 
em Química (PPGQ), Setor de Ciências Exatas, 
Universidade Federal do Paraná, como requisito 
parcial à obtenção do título de Doutor em Química.

Orientador: Dênio Emanuel Pires Souto 
Coorientador: Prof. Dr. Aldo José Gorgatti Zarbin

CURITIBA
2025



DADOS INTERNACIO NAIS DE CATALO G AÇÃO  NA PUBLICAÇÃO  (CIP) 
UN IVERSIDADE FEDERAL DO PARANÁ 

SISTEM A DE BIBLIO TECAS -  B IBLIO TEC A DE C IÊNC IA E TECNO LO G IA

Oliveira, Denys R ibeiro de
A plicação de nanom ateria is 2D e 3D no desenvolvim ento de bio(sensores) 

plasm ônicos /  Denys R ibeiro de O liveira. -  Curitiba, 2025.
1 recurso on-line : PDF.

Tese (Doutorado) - Universidade Federal do Paraná, Setor de C iência 
Exatas, Program a de Pós-G raduação em Química.

Orientador: Dênio Emanuel Pires Souto
Coorientador: A ldo José Gorgatti Zarbin

1. Ressonância plasm ônica de superfície. 2. Dendrím eros. 3. D issulfeto de 
M olibdênio. 4. Dengue. 5. Leisham ania infantum. I. Universidade Federal do 
Paraná. II. Program a de Pós-G raduação em Quím ica. III. Souto, Dênio 
Emanuel Pires. IV. Zarbin, A ldo José Gorgatti. V. Título.

B ibliotecário: Elias Barbosa da Silva CRB-9/1894



MINISTÉRIO DA EDUCAÇAO 

SETOR DE CIÊNCIAS EXATAS 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANÁ 

PRÓ-REITORIA DE PÓS-GRADUAÇÃO 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO QUÍMICA - 

40001016026P2

TERMO DE APROVAÇÃO

Os membros da Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pós-Graduação QUÍMICA da Universidade Federal 

do Paraná foram convocados para realizar a arguição da tese de Doutorado de DENYS RIBEIRO DE O LIVEIRA , intitulada: <!-- 

S ta rtF ra g m e n t --> A P L IC A Ç Ã O  DE N A N O M A T E R IA IS  2D E 3D NO D E S E N V O L V IM E N T O  DE B IO (S E N S O R E S ) 

PLASMÔNICOS<!--EndFragment --> , sob orientação do Prof. Dr. DÊNIO EMANUEL PIRES SOUTO, que após terem inquirido o 

aluno e realizada a avaliação do trabalho, são de parecer pela sua APROVAÇÃO no rito de defesa.

A outorga do título de doutor está sujeita à  homologação pelo colegiado, ao atendim ento de todas as indicações e correções 

solicitadas pela banca e ao pleno atendimento das demandas regimentais do Programa de Pós-Graduação.

CURITIBA, 21 de Março de 2025.

Assinatura Eletrônica 

24/03/2025 10:07:48.0 

DÊNIO EMANUEL PIRES SOUTO 

Presidente da Banca Examinadora

Assinatura Eletrônica 

24/03/2025 20:18:49.0 

MARCELA MOHALLEM OLIVEIRA 

Avaliador Externo (UNIVERSIDADE TECNOLÓGICA FEDERAL DO 

PARANÁ)

Assinatura Eletrônica 

24/03/2025 11:20:00.0 

HERBERT WINNISCHOFER 

Avaliador Interno (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANÁ)

Assinatura Eletrônica 

24/03/2025 11:41:53.0 

KARENW OHNRATH 

Avaliador Externo (UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA)

Assinatura Eletrônica 

24/03/2025 12:53:55.0 

FREDERICO LUIS FELIPE SOARES 

Avaliador Interno (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANÁ)

CENTRO POLITÉCNICO - CURITIBA - Paraná - Brasil 
CEP 81531-990 - Tel: (41) 0000-00000 - E-mail: cpgquim@ufpr.br 

Documento assinado eletronicamente de acordo com o disposto na legislação federal Decreto 8539 de 08 de outubro de 2015.
Gerado e autenticado pelo SIGA-UFPR, com a seguinte identificação única: 434623 

Para autenticar este documento/assinatura, acesse https://siga.ufpr.br/siga/visitante/autenticacaoassinaturas.jsp
e insira o codigo 434623

mailto:cpgquim@ufpr.br
https://siga.ufpr.br/siga/visitante/autenticacaoassinaturas.jsp


Dedico esta tese aos meus amados avós, Olesia, Marcelino e Conceição (in 
memoriam), e a todos aqueles que acreditaram em mim.



AGRADECIMENTOS

Agradeço às minhas amadas irmãs Ana Paula e Josiane, pelo apoio e ajuda 
incondicionais, à minha mãe Aparecida, aos meus queridos sobrinhos Danyel, Higor, 
Davi, Samuel e Rebeca, e à minha grande amiga Teresinha, por todo o suporte e 
carinho, sem os quais este trabalho não teria sido possível

Ao professor Aldo José Gorgatti Zarbin, por abrir as portas do seu laboratório, 
como ele mesmo diz, sua segunda casa, e por todo o apoio ao longo dessa jornada, 
que foram essenciais para o desenvolvimento deste trabalho.

Ao professor Dênio Emanuel Pires Souto, pelas valiosas orientações, que 
foram fundamentais para o desenvolvimento deste trabalho.

Aos amigos do Grupo de Química de Materiais (GQM-UFPR), com quem 
convivi no laboratório, Amanda, Ana Paula, Anderson Carlos, Ariane, Carla, 
Eduarda, José, Mari, Maria Caroline, Maria Karolina, Patrícia, Thiago, Victor Hugo, 
Wagner, pela amizade, trabalho intenso, pelas novas experiências pessoais e 
profissionais e, principalmente, pelo companheirismo. Agradeço também aos ex- 
membros do GQM pela amizade.

Aos amigos do Grupo de Cinética e Catálise (GCC), em especial Wiliam, 
André, Patrícia, Gabriel e Mayara.

Aos professores Hebert Winnishofer, Marcela Mohallem de Oliveira e Karen 
Wohnrath, por aceitarem o convite para participar da banca examinadora de defesa 
do doutorado e agradeço desde já pela contribuição ao trabalho.

Aos órgãos de fomento CNPq, CAPES, INCT-Nanovida. À Universidade 
Federal do Paraná - UFPR, ao Departamento de Química da UFPR, e ao Programa 
de Pós Graduação em Química da UFPR, bem como a todos os funcionários 
envolvidos, por contribuírem na minha formação e pela dedicação e trabalho árduo. 
À CAPES pela bolsa de doutorado cedida.



"Se eu fosse eu” parece representar o nosso maior perigo de viver, parece a 
entrada nova no desconhecido. No entanto, tenho a intuição de que, passadas as 
primeiras chamadas loucuras da festa que seria, teríamos enfim a experiência do 
mundo. Bem sei, experimentaríamos enfim em pleno a dor do mundo. E a nossa dor, 
aquela que aprendemos a não sentir. Mas também seríamos, por vezes, tomados de 
um êxtase de alegria pura e legítima que mal posso adivinhar. Não, acho que já 
estou de algum modo adivinhando porque me senti sorrindo e também senti uma 
espécie de pudor que se tem diante do que é grande demais."

Clarice Lispector



RESUMO

A Ressonância Plasmônica de Superfície (SPR) é uma técnica óptica altamente 
sensível amplamente utilizada em biossensores. A detecção pode ser realizada em 
várias configurações, como acoplamento de prisma, sendo a configuração de 
Kretschmann a mais comumente usada. Nessa configuração, um prisma é 
empregado para direcionar a luz e acoplá-la a um filme metálico, geralmente ouro, 
ocorrendo a excitação de plasmons de superfície na interface entre o metal e o meio 
dielétrico. A sensibilidade e a especificidade do biossensor SPR dependem da 
estrutura, morfologia e composição do filme metálico. Como o ouro puro exibe baixa 
adsorção de biomoléculas, a introdução de materiais avançados e otimização de 
superfície podem melhorar significativamente a imobilização de biorreceptores, 
permitindo a detecção precisa de moléculas em baixas concentrações. Nesse 
sentido, monocamadas automontadas (SAMs) de alcanotiois, quando combinadas 
com sistemas multivalentes como dendrímeros e nanopartículas metálicas, criam 
condições ideais para imobilização eficaz de biomoléculas. Outra abordagem 
inovadora envolve o uso de dissulfeto de molibdênio (MoS2) em sensores SPR, 
explorando as propriedades de seus nanoflocos bidimensionais como uma 
plataforma eficiente para imobilização de proteínas via fisissorção. Essa interação 
ocorre por meio de forças hidrofóbicas entre a proteína e a superfície basal do MoS2, 
eliminando a necessidade de reticuladores e etapas adicionais de biofuncionalização 
frequentemente exigidas por métodos convencionais. Nos estudos conduzidos, dois 
sistemas de biossensores SPR foram desenvolvidos. Na primeira etapa, um sensor 
foi funcionalizado com nanocompósitos de nanopartículas de prata estabilizadas por 
dendrímeros de poli(amidoamina) (AgDENs), permitindo a imobilização de diferentes 
biomoléculas e o desenvolvimento de um imunossensor para detectar anticorpos 
contra Leishmania infantum em soro canino. Na segunda etapa, um biossensor foi 
projetado para a detecção do vírus da dengue, usando a imobilização da proteína 
EDIII-DENV-1 em um sensor modificado com MoS2. Os resultados demonstraram 
alta seletividade e eficácia na detecção de anticorpos contra a dengue, distinguindo 
com sucesso entre 10 amostras de soro humano positivas e 10 negativas.

Palavras-Chaves: Ressonância Plasmônica de Superfície (SPR) Dendrímeros, 
Dissulfeto de Molibdênio; Dengue; Leishmania infantum



ABSTRACT

Surface Plasmon Resonance (SPR) is a highly sensitive optical technique widely 
used in biosensors. Detection can be performed in various configurations, such as 
prism coupling, with the Kretschmann configuration being the most commonly used. 
In this configuration, a prism is employed to direct light and couple it to a metallic film, 
usually gold, occurring the excitation of surface plasmons at the interface between 
the metal and the dielectric medium. The sensitivity and specificity of the SPR 
biosensor depend on the structure, morphology, and composition of the metallic film. 
Since bare gold exhibits low adsorption of biomolecules, the introduction of advanced 
materiais and surface optimization can significantly improve the immobilization of 
bioreceptors, allowing precise detection of molecules at low concentrations. In this 
regard, self-assembled monolayers (SAMs) of alkanethiols, when combined with 
multivalent systems like dendrimers and metallic nanoparticles, create ideal 
conditions for effective biomolecule immobilization. Another innovative approach 
involves the use of molybdenum disulfide (MoS2) in SPR sensor, exploiting the 
properties of its two-dimensional nanoflakes as an efficient platform for protein 
immobilization via physisorption. This interaction occurs through hydrophobic forces 
between the protein and the basal surface of MoS2, eliminating the need for 
crosslinkers and additional biofunctionalization steps often required by conventional 
methods. In the study conducted, two SPR biosensor systems were developed. In 
the first step, a sensor was functionalized with nanocomposites of silver 
nanoparticles stabilized by poly(amidoamine) dendrimers (AgDENs), allowing the 
immobilization of different biomolecules and the development of an immunosensor to 
detect antibodies against Leishmania infantum in canine serum. In the second step, a 
biosensor was designed for the detection of dengue virus, using the immobilization of 
the EDIII-DENV-1 protein on a sensor modified with MoS2. The results demonstrated 
high selectivity and effectiveness in detecting antibodies against dengue, 
successfully distinguishing between 10 positive human serum samples and 10 
negative ones.

Keywords: Surface Plasmon Resonance (SPR); Dendrimers; Molybdenum Disulfide; 
Dengue; Leishmania infantum
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1 INTRODUÇÃO

Doenças transmitidas por vetores continuam sendo uma ameaça global, 
especialmente em regiões tropicais e subtropicais, onde fatores climáticos e 
socioeconômicos favorecem a proliferação de vetores, como mosquitos e carrapatos 
1-4 Estima-se que cerca de 80% da população mundial esteja exposta a essas 
infecções, que correspondem a mais de 17% das doenças infecciosas e são 
responsáveis por mais de 700 mil mortes anualmente1-4. Diante desse cenário, os 
biossensores emergem como uma ferramenta inovadora, oferecendo diagnósticos 
rápidos e precisos para mitigar os impactos dessas doenças.

Os recentes avanços no campo da nanotecnologia ampliaram as 
possibilidades de construção de biossensores miniaturizados, portáteis, de baixo 
custo e descartáveis, atendendo às mais altas demandas no âmbito da saúde. 56. 
Nesse sentido, tais biossensores são desenvolvidos com base em elementos de 
reconhecimento biológico que interagem com o composto-alvo, enquanto o 
transdutor converte a resposta biológica em um sinal mensurável 7 Entre os 
diversos tipos de biossensores, os baseados em Ressonância Plasmônica de 
Superfície (SPR, do inglês, Surface Plasmon Resonance) se destacam por sua 
elevada sensibilidade e capacidade de detecção. Nessa abordagem, o transdutor é 
um componente essencial, responsável por converter essas interações biológicas 
em sinais ópticos mensuráveis.

A eficiência do transdutor está intrinsecamente ligada à escolha dos materiais 
e à metodologia de fabricação empregada 8. Materiais adequados promovem uma 
interação ideal com os elementos de reconhecimento biológico e potencializam a 
conversão do sinal, garantindo que alterações sutis sejam detectadas com 
confiabilidade 9. Nesse contexto, a ampla variedade de materiais disponíveis para a 
fabricação de biossensores expande consideravelmente as possibilidades de 
otimização dos transdutores, resultando em aprimoramentos significativos em suas 
características e desempenho.

Entre esses materiais, destacam-se as monocamadas auto-organizadas 
(SAMs, do inglês self-assembled monolayers) de alcanotióis. Quando combinadas 
com sistemas multivalentes, como dendrímeros e nanopartículas metálicas, essas 
monocamadas criam condições ideais para a imobilização de biomoléculas.

Os dendrímeros, por sua vez, são macromoléculas monodispersas com uma 
estrutura tridimensional (3D) altamente ramificada, o que os torna particularmente 
adequados para a estabilização de nanopartículas metálicas 10 A utilização conjunta 
de dendrímeros e nanopartículas de prata pode proporcionar amplificação do sinal 
do sistema de transdução, resultando em uma sensibilidade aprimorada dos 
biossensores 11-13

Um material promissor que vem sendo explorado recentemente na 
modificação de sensores SPR é o dissulfeto de molibdênio (MoS2). O MoS2 
apresenta propriedades excepcionais, como a presença de grupos de enxofre livres 
e uma superfície basal quimicamente estável, que favorecem a imobilização de
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proteínas por fisisorção por meio de interações hidrofóbicas entre as biomoléculas e 
sua superfície. 14-20

Na primeira parte do trabalho, demonstrou-se a funcionalização de um sensor 
de SPR com nanocompósitos formados por dendrímeros de poli(amidoamina) e 
nanopartículas de prata (AgDENs). Os nanocompósitos obtidos foram 
caracterizados por diversas técnicas Os AgDENs foram posteriormente combinados 
com cisteamina, e sua versatilidade na ancoragem de biomoléculas foi avaliada em 
tempo real por SPR, utilizando as proteínas CHIP, Hsc70 e CALB L. Como aplicação 
específica, desenvolveu-se um imunossensor utilizando a proteína C1 ancorada na 
plataforma AgDENs para detectar, de forma seletiva, anticorpos contra Leishmania 
infantum em amostras de soro canino.

Na segunda parte deste trabalho, investigou-se a imobilização da proteína do 
domínio III do envelope do vírus da dengue tipo 1 (EDIII-DENV-1) sobre um sensor 
SPR modificado com MoS2, utilizando a tecnologia de ressonância de plasmon de 
superfície para monitorar esse processo em tempo real. Os resultados obtidos por 
SPR demonstraram uma imobilização eficaz do EDIII-DENV-1. O biossensor 
apresentou grande potencial para o diagnóstico preciso de infecções por dengue, 
com alta seletividade na detecção de anticorpos.
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2 ESTADO DA ARTE

As doenças transmitidas por vetores representam uma das mais sérias 
ameaças à saúde pública global, especialmente em regiões tropicais e subtropicais, 
como o Brasil 1’3’421. O país se destaca negativamente nesse cenário, sendo 
responsável pelo maior número de casos e óbitos relacionados a essas doenças 22. 
De acordo com relatório recente da Organização Mundial da Saúde (OMS), o Brasil 
concentrou, em 2024, aproximadamente 82% dos casos suspeitos de dengue 
registrados globalmente, o que evidencia a gravidade do quadro e a necessidade 
urgente de estratégias eficazes de controle e prevenção 22

Os principais vetores dessas doenças são organismos hematófagos, como 
mosquitos, carrapatos e pulgas, que transmitem vírus, bactérias e parasitas aos 
seres humanos por meio de suas picadas 1’3’421. A crescente intervenção humana 
nos ecossistemas naturais, por meio do desmatamento, urbanização desordenada e 
queima de combustíveis fósseis, tem promovido alterações climáticas significativas, 
o que favorece a expansão geográfica desses vetores e aumenta a incidência de 
doenças transmitidas 1’3’421.

Dentre as enfermidades de maior relevância estão a dengue e a 
leishmaniose, destacando-se pela alta prevalência e impacto socioeconômico 13421. 
O Aedes aegypti é o principal vetor da dengue, enquanto a leishmaniose 
compreende três formas clínicas causadas por protozoários do gênero Leishmania, 
transmitidas por flebotomíneos dos gêneros Phlebotomus e Lutzomyia.

Em 2023, mosquitos do gênero Aedes estavam estabelecidos em 13 países 
europeus, em contraste com os oito países registrados em 2013, indicando a 
formação de populações autossustentáveis fora de zonas endêmicas tradicionais 23 
Em maio de 2024, o Centro Europeu de Prevenção e Controle de Doenças relatou o 
surgimento de novas populações invasoras: Aedes aegypti foi identificado na 
Espanha, enquanto Aedes albopictus foi encontrado na França e na Alemanha 23. 
Outras ocorrências foram notificadas na Holanda, Portugal, Eslováquia, indicando 
uma expansão contínua em zonas temperadas 23

Esse cenário reforça a necessidade de ferramentas analíticas capazes de 
fornecer diagnóstico precoce e preciso. Assim os biossensores, surgem como 
alternativas promissoras frente às limitações dos métodos de diagnósticos 
convencionais.

2.1 LEISHMANIOSE

A leishmaniose compreende três formas clínicas causadas por protozoários 
do gênero Leishmania, encontradas em partes dos trópicos, subtrópicos e sul da 
Europa. A transmissão da leishmaniose para humanos é vetorial e pode ser 
antroponótica (de humano para humano) ou zoonótica (transmitida entre animais e 
humanos.) 24-26 A forma zoonótica é a mais comum, esses parasitas são 
transmitidos aos humanos pela picada de uma fêmea infectada de flebotomíneos
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dos gêneros Phlebotomus ou Lutzomyia 24-26. Esses vetores são altamente 
adaptáveis e podem ser encontrados em diversos ecossistemas24-26.

Atualmente, cerca de 21 espécies de Leishmania são conhecidas e 
dependendo do parasita Leishmania, as manifestações clínicas humanas podem 
variar entre: leishmaniose cutânea (LC), que causa úlceras na pele, leishmaniose 
mucocutânea (LMC), que causa úlceras na pele e mucosas principalmente no nariz 
e na boca e leishmaniose visceral (LV), esta última, apresenta taxa de letalidade de 
>95% se não for tratada 25-27. A leishmaniose é considerada uma doença 
gravemente negligenciada, e é a segunda infecção parasitária transmitida por 
vetores mais comum no mundo 24-26.

Segundo a Organização Mundial da Saúde (OMS), mais de 1 bilhão de 
pessoas vivem em áreas endêmicas de leishmaniose e estão em risco de infecção 
28’29. A doença está diretamente associada à pobreza, mas também é influenciada 
por fatores ambientais e climáticos 2829. Anualmente, estima-se a ocorrência de 
aproximadamente 30.000 novos casos de leishmaniose visceral (LV) e mais de 1 
milhão de novos casos de leishmaniose cutânea (LC)2829.

Os cães são considerados o principal e/ou primário reservatório doméstico 
para infecção humana em cenários onde ocorre leishmaniose zoonótica 24’30. Uma 
proporção significativa de cães infectados permanece clinicamente saudável graças 
a uma resposta imune celular adequada, mas esses animais infectados, podem 
atuar como portadores de Leishmania spp. e são capazes de transmitir parasitas aos 
vetores flebotomíneos 243°. Os gatos são há muito tempo considerados hospedeiros 
menos suscetíveis para L. infantum, no entanto, eles são agora reconhecidos como 
hospedeiros competentes 30.

Compreender a relação entre clima e transmissão de doenças é essencial 
para desenvolver ferramentas eficazes de apoio à decisão, que são fundamentais 
para a formulação de políticas públicas e a vigilância em saúde 27. Nesse contexto, o 
diagnóstico rápido e preciso da leishmaniose desempenha um papel crucial no 
manejo adequado da doença, contribuindo para a redução de casos 31. Os métodos 
convencionais de diagnóstico incluem técnicas parasitológicas, moleculares e 
imunológicas.31.

Os métodos moleculares baseados na reação em cadeia da polimerase (PCR 
do inglês, Polymerase Chain Reaction) são altamente sensíveis e específicos para a 
detecção da infecção 31. Além disso, testes imunológicos como o teste de 
aglutinação direta (DAT do inglês, Direct Agglutination Test), o ensaio 
imunoenzimático (ELISA do inglês, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e o teste 
imunocromatográfico são amplamente utilizados para o diagnóstico da leishmaniose
31

Os métodos parasitológicos são amplamente utilizados no diagnóstico da 
leishmaniose 23132. Esse exame é microscópico, e se baseia na visualização de 
formas amastigotas de Leishmania em tecidos infectados. Para a LC a amostra é 
obtida por meio de biópsia, punch ou raspagem de mucosa ou lesões cutâneas 3132. 
Aspirados de medula óssea, baço ou linfonodos são usados para diagnóstico de LV 
31’32. Embora essa técnica seja altamente específica para o diagnóstico da
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leishmaniose, não permite a discriminação entre as diferentes espécies de 
Leishmania além disso, as amostras, extraídas de forma difícil e dolorosa, podem 
apresentar variações quanto à quantidade de parasitas presentes, o que dificulta a 
detecção em casos com baixa carga parasitária.3132.

2.2 DENGUE

A dengue é a doença arboviral mais comum em humanos, pode ser 
transmitida por vários vetores, mas os principais vetores são o Aedes aegypti e o 
Aedes albopictus. Nas últimas quatro décadas, tanto a incidência quanto a gravidade 
dos casos aumentaram, impulsionadas pela expansão geográfica dos vetores 22533. 
Adaptado a ambientes urbanos o Aedes aegypti se também transmite outras 
doenças graves, como chikungunya, Zika e febre amarela2’25 33.

O mosquito Aedes aegypti se prolifera facilmente em regiões tropicais e 
subtropicais, principalmente durante a estação chuvosa, quando a água parada em 
recipientes artificiais favorece sua reprodução 34 A expansão dos vetores do 
mosquito e o conseqüente aumento de casos em áreas não endêmicas representam 
uma preocupação crescente 34 Na Europa, o Aedes. Albopictus foi relatado pela 
primeira vez na Albânia (1979) e depois na Itália (1990), França (1999), Bélgica 
(2000), Espanha (2003) e posteriormente em outros países europeus 34 Desde 
2010, um número crescente de casos de dengue foram relatados em países 
europeus, incluindo França, Croácia, Espanha e Itália 34

Segundo a OMS, estima-se que 4 bilhões de pessoas correm risco de 
infecção por arbovírus em todo o mundo, e estima-se que esse número aumente 
para 5 bilhões até 2050 35. Os casos de dengue aproximadamente dobraram a cada 
ano desde 2021, com mais de 12,3 milhões de casos até o final de agosto de 2024, 
quase o dobro dos 6,5 milhões de casos relatados em todo o ano de 2023 35 O 
Brasil lidera o número de casos de dengue no mundo, com 2,9 milhões registrados 
em 2023 36.

A infecção por dengue pode ser assintomática ou sintomática, dependendo do 
indivíduo infectado 2253337. Os sintomas clínicos comuns em um indivíduo infectado 
por dengue incluem dor de cabeça, febre, náusea, vômito, fadiga, artralgia, dor 
muscular 37. A infecção grave por dengue pode evoluir para febre hemorrágica da 
dengue, que é caracterizada pelo aumento da permeabilidade vascular e 
irregularidades hemostáticas, bem como síndrome do choque da dengue ou choque 
hipovolêmico 2 25 33 37

Quando o vírus da dengue infecta o hospedeiro, o sistema imunológico 
desencadeia uma resposta inata para limitar a replicação viral 2253338. Inicialmente, 
durante uma infecção primária, os anticorpos IgM são produzidos entre três e cinco 
dias após o início dos sintomas, sendo quase sempre detectáveis mesmo após os 
sintomas cessar 2253338. Posteriormente, os anticorpos IgG surgem, substituindo os 
níveis decrescentes de IgM ao longo de dois a três meses e permanecendo 
detectáveis por toda a vida, oferecendo proteção contra reinfecções pelo mesmo 
sorotipo 2.25.33.38
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Os quatro sorotipos do vírus da dengue (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV- 
4) pertencem ao gênero Flavivirus, da família Flaviviridae. A infecção por um desses 
sorotipos confere imunidade de longo prazo ao mesmo sorotipo, mas apenas uma 
imunidade temporária contra os outros três 22533. O vírus é constituído por três 
proteínas estruturais distintas sendo, o capsídeo, membrana e o envelope, além de 
sete proteínas não estruturais, identificadas como NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, 
NS4B e NS5 39 . Dentre essas, a proteína NS1 se destaca por ser a única liberada 
de maneira consistente na corrente sanguínea pela célula hospedeira infectada, 
configurando-se como um importante marcador para o diagnóstico precoce da 
dengue 39.

Três vacinas contra a dengue estão licenciadas atualmente, a Dengvaxia®, 
Qdenga, e a Butantan-DV. A Dengvaxia® é recomendada apenas para indivíduos 
previamente infectados, devido ao risco potencial de formas mais graves em 
pessoas sem exposição anterior ao vírus 37 A Qdenga, por sua vez, foi aprovada 
para uso em indivíduos a partir de 4 anos de idade, independentemente de 
infecções anteriores, em países como Brasil, Argentina, Indonésia e Tailândia 37 A 
vacina Butantan-DV demonstrou eficácia de 79,6% na prevenção de casos de 
dengue sintomática uma proteção de 89% contra dengue grave, além de eficácia e 
segurança prolongadas por até cinco anos, é a primeira vacina do mundo em dose 
única contra a dengue 4041. Outras vacinas candidatas também estão em fases 
iniciais de estudos pré-clínicos e clínicos 37

Mesmo diante dos avanços nas vacinas contra a dengue, um diagnóstico 
preciso é essencial para o tratamento eficaz 34 Existem diferentes técnicas, 
aplicadas no diagnóstico da dengue, como PCR, ELISA, isolamento viral e detecção 
de IgM, entre outras 33. Entretanto, cada um possui suas particularidades e 
limitações. O ELISA e o PCR, por exemplo, apresentam alta sensibilidade, porém 
requer infraestrutura laboratorial e pessoal treinado, o que pode limitar sua aplicação 
em regiões com poucos recursos 34

Para contornar as limitações das metodologias convencionais, diversos 
biossensores têm sido desenvolvidos para a detecção do vírus da dengue, 
destacando-se pela simplicidade operacional e pela eliminação da necessidade de 
equipamentos laboratoriais complexos 33 Esses dispositivos oferecem vantagens 
técnicas relevantes, como a detecção em etapa única, permitindo análises rápidas, 
geralmente com plataformas descartáveis 33. São capazes de fornecer resultados 
em poucos minutos, favorecendo a identificação precoce e precisa da infecção 33. A 
proteína não estrutural NS1 tem se consolidado como o principal alvo, devido à sua 
alta especificidade e à presença detectável logo nos estágios iniciais da infecção 
3339. Os biossensores desenvolvidos exploram diferentes tipos de transdutores, 
incluindo abordagens ópticas, como a ressonância plasmônica de superfície (SPR) e 
a fluorescência, além de técnicas eletroquímicas, como detecção amperométrica e 
impedimétrica 33
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2.3 BIOSSENSORES

Os biossensores são dispositivos analíticos que integram elementos 
biologicamente ativos a um transdutor físico, projetados para estabelecer uma 
ligação específica com os analitos-alvo e gerar um sinal mensurável. Esses 
elementos biologicamente ativos, também conhecidos como bioreceptores, 
interagem com o composto-alvo, enquanto o transdutor converte essa resposta em 
um sinal mensurável, que é então detectado, registrado e transmitido 84243.

Os biossensores variam em tamanho e forma e utilizam diferentes tipos de 
transdutores físicos. Eles podem detectar baixas concentrações de patógenos e 
produtos químicos tóxicos, tornando-se ferramentas versáteis para pesquisa 
biológica, monitoramento ambiental e diagnóstico clínico.84243. Um biossensor típico 
é composto de: (a) analito, (b) bioreceptor, (c) transdutor, (d) componentes 
eletrônicos 8’42’43 conforme pode ser observado na Figura 1.
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FIGURA 1 -  REPRESENTAÇÃO ESQUEMATICA DOS DIFERENTES COMPONENTES DE UM 
BIOSSENSOR.
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FONTE: O autor (2025).

Comparados aos métodos analíticos convencionais, os biossensores 
oferecem vantagens como rapidez, alta seletividade, baixo custo, capacidade de 
detecção in situ e propriedades não destrutivas 84243. Eles são amplamente 
empregados em áreas que envolvem pesquisa biológica fundamental, segurança 
alimentar, monitoramento ambiental, diagnóstico de doenças, triagem de drogas, 
testes forenses, monitoramento de qualidade da água, entre outras aplicações 8 42 43. 
Os principais componentes de um biossensor são descritos detalhadamente a 
seguir:

• Analito: Substâncias presentes em uma amostra que são alvo de detecção 
e/ou quantificação, abrangendo uma ampla variedade de moléculas, como 
proteínas específicas, biomarcadores de câncer, ácidos nucleicos, vírus, 
bactérias, toxinas e outras 8 44.

• Bioreceptor: Os biorreceptores são biomoléculas ou elementos biológicos que 
se ligam de forma específica às substâncias-alvo (analitos) em amostras 
complexas, esse componente é o que confere a especifidade do biossensor 
Essa ligação entre os biorreceptores e os analitos resulta em mudanças nos
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sinais físicos ou químicos 845. Esses sinais são convertidos em dados 
reconhecíveis, dessa forma, os biorreceptores são essenciais para o 
funcionamento de biossensores, sendo importantes na determinação de 
parâmetros como especificidade, precisão e desempenho, além das possíveis 
aplicações845. Os biorreceptores mais comumente utilizados incluem 
moléculas de ácido nucleico (DNA ou RNA), proteínas, anticorpos, enzimas, 
organismos, tecidos e componentes biomiméticos, como polímeros impressos 
molecularmente 817 45.

• Transdutor: Parte do biossensor responsável por converter o evento de 
biorreconhecimento em um sinal mensurável, que reflete a quantidade e/ou a 
presença do analito alvo 8 Com base no princípio operacional, os 
transdutores podem ser classificados em eletroquímicos, ópticos, térmicos, 
eletrônicos e gravimétricos 8

A eficiência de um biossensor também depende diretamente da forma como 
os biorreceptores são fixados à superfície do transdutor, etapa conhecida como 
imobilização. A escolha da técnica de imobilização depende das características das 
biomoléculas, do substrato e da aplicação. O material de suporte é essencial para a 
eficiência da imobilização e deve ser selecionado conforme as exigências do estudo. 
Além disso, é fundamental que as biomoléculas preservem sua estrutura e atividade 
biológica após a imobilização 46. Existem dois métodos principais de imobilização 
amplamente utilizados: físico (reversível) e químico (irreversível) 8 A imobilização 
física envolve a fixação das biomoléculas na superfície do transdutor sem a 
formação de ligações químicas, como ocorre na (a) adsorção física e (b) no 
aprisionamento físico (eletropolimerização, técnica sol-gel e microencapsulação). Já 
a imobilização química envolve a formação de ligações químicas fortes, como 
ligações covalentes, entre as biomoléculas e a superfície do transdutor8.

2.4 CLASSIFICAÇÃO DOS BIOSSENSORES

A classificação dos biossensores é ampla e interdisciplinar, envolvendo 
diferentes critérios 8. Como já mencionado, os bioreceptores são elementos centrais 
na construção de biossensores, sendo responsáveis por assegurar a especificidade 
ao analito-alvo 4748. Uma das abordagens utilizadas na classificação dos 
biossensores é baseada no tipo de bioreceptor empregado em sua construção 8 47. A 
segunda classificação é feita com base no transdutor e são categorizados como 
biossensores eletroquímicos, biossensores ópticos entre outros 8.
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2.5 CLASSIFICAÇÃO DOS BIOSSENSORES BASEADOS NO BIORECEPTOR

2.5.1 Biossensores baseados em enzimas

As enzimas, reconhecidas por sua alta eficiência catalítica, ampla 
diversidade e especificidade em relação aos substratos, são fundamentais para 
acelerar reações químicas sob diferentes condições de temperatura e pH 49 Essas 
propriedades as tornam altamente versáteis em aplicações relacionadas a 
biossensores. Entre as enzimas mais utilizadas no desenvolvimento desses 
dispositivos, destacam-se as lipases, lactases, glicose oxidase e lactato 
desidrogenase (LDH), entre outras 49. Clark e Lyons 50, em seu trabalho pioneiro, 
desenvolveram o primeiro biossensor eletroquímico para detecção de glicose, 
imobilizando a enzima glicose oxidase.

Esse avanço marcou o início da inovação na área de biossensores 
enzimáticos 5152. Desde então, esses dispositivos têm evoluído de forma 
significativa, sendo amplamente desenvolvidos, comercializados e aplicados 5152. A 
fabricação de biossensores enzimáticos envolve a imobilização de enzimas na 
superfície do transdutor, onde o sinal gerado resulta da interação do analito com o 
substrato e das reações catalíticas subsequentes 53.

O reconhecimento do analito em biossensores enzimáticos pode ocorrer de 
três maneiras principais: o analito é metabolizado pela enzima, e sua concentração é 
medida por meio da transformação catalítica; o analito atua como inibidor ou ativador 
da enzima, influenciando a formação do produto enzimático; ou alterações nas 
características estruturais ou funcionais da enzima são monitoradas diretamente 8.

2.5.2 classificação baseada em Transdutores: Biossensores Eletroquímicos

Os biossensores eletroquímicos combinam um mecanismo de recepção de 
analito e um transdutor eletroquímico, onde a interação entre o analito alvo e o 
transdutor gera um sinal eletroquímico em formato de corrente, potencial, resistência 
ou impedância 5455. Os transdutores em biossensores eletroquímicos abrangem uma 
ampla variedade de eletrodos, incluindo eletrodos de carbono vítreo, ouro, platina, 
óxidos metálicos, eletrodos de diamante dopado com boro, eletrodos serigrafados, 
eletrodos de pasta de carbono, entre outros 56 Esses eletrodos servem como 
plataformas para modificações específicas, projetadas para otimizar propriedades 
analíticas cruciais, como sensibilidade, seletividade, estabilidade e reprodutibilidade
54,56

Os biossensores eletroquímicos utilizam uma ampla variedade de técnicas 
de detecção baseadas em diferentes mecanismos de sinal. Entre os métodos mais 
comuns estão a voltametria cíclica (VC), voltametria de pulso diferencial (VPD), 
voltametria de corrente alternada (VCA), polarografia, voltametria de onda quadrada 
(VOQ) e voltametria de varredura linear (VVL) 54_56. Cada uma dessas técnicas
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apresenta vantagens específicas, dependendo da aplicação e das características do 
sistema analítico 54-56.

Os biossensores eletroquímicos têm ganhado grande destaque devido às 
suas capacidades de fornecer respostas rápidas, precisas e sensíveis de forma 
econômica 54-56. As plataformas eletroquímicas são amplamente aplicadas na 
detecção de diversos biomarcadores e no diagnóstico de doenças, como infecções e 
cânceres 54-56. Essas características tornam os biossensores eletroquímicos 
ferramentas altamente versáteis, adaptáveis a uma ampla gama de aplicações, 
desde diagnósticos clínicos até monitoramento ambiental e alimentar54-56

2.5.3 Biossensores ópticos

Os biossensores ópticos se caracterizam por utilizarem transdutores 
baseados em princípios ópticos para realizar as medições 57 Nesse tipo de 
biossensor, o transdutor é integrado ao elemento de biorreconhecimento, permitindo 
que a mudança nas propriedades ópticas, seja detectada e relacionada à 
concentração do analito 57. Essa abordagem oferece alta sensibilidade e precisão na 
detecção, sendo capaz de fornecer resultados rápidos e confiáveis em diversas 
aplicações, como diagnóstico médico, monitoramento ambiental e segurança 
alimentar 57 O processo de transdução em biossensores ópticos provoca uma 
alteração na absorção, transmissão, reflexão, refração, fase, amplitude, frequência 
ou polarização da luz, em resposta a variações físicas ou químicas induzidas pelos 
elementos de biorreconhecimento 857. Esses biossensores podem ser projetados a 
partir de diversos princípios ópticos, como ressonância plasmônica de superfície 
(SPR), fluorescência de onda evanescente, interferometria de guia de onda óptica, 
quimioluminescência, fluorescência, índice de refração e espalhamento Raman de 
superfície aprimorada, entre outros 8.

2.6 BIOSSENSORES BASEADOS NA SPR

A SPR é um fenômeno óptico que ocorre na superfície de filmes metálicos, 
sendo amplamente explorada em biossensores ópticos, particularmente devido à 
sua capacidade de monitorar processos interfaciais e de superfície com alta precisão 
em tempo real e sem a necessidade de marcadores 58-63. Alterando parâmetros 
como o índice de refração do meio, é possível correlacionar a constante de 
propagação dos plásmons de superfície (PS) às propriedades dielétricas do 
ambiente 5859. Os PS desempenham um papel crucial em diversas áreas, como 
química, física, ciência dos materiais e biologia 586465. A SPR tem sido aplicado em 
vários aspectos, como na bioquímica, monitoramento ambiental, análise de 
alimentos e diagnóstico clínico 59
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2.6.1 Classificação dos sensores baseadas na SPR

Os sensores de SPR podem ser divididos em duas categorias principais: 
SPR de propagação e SPR localizada (LSPR, do inglês, Localized Surface Plasmon 
Resonance), ambos baseados nas oscilações de PS 5866. A LSPR é utilizada com 
nanopartículas metálicas, onde os plásmons de superfície não propagantes são 
excitados 58 A ressonância pode ser ajustada por meio do tamanho, forma e 
composição das nanopartículas, e a excitação ocorre através de oscilações 
harmônicas coletivas de elétrons, gerando uma resposta dipolar58. Já os plásmons 
propagantes são excitados em filmes metálicos contínuos usando acopladores de 
ondas eletromagnéticas, como prismas, grades de difração e guias de onda, e o 
efeito SPR ocorre ao longo da interface metal-dielétrica 58.

2.6.2 Acoplamento por prisma

A primeira introdução do método de acoplamento por ATIR para excitação 
de plásmons de superfície foi feita por Otto em 1968 67 A configuração inicial 
utilizava um prisma em um arranjo de vidro-ar-filme, mas a necessidade de manter 
uma lacuna de ar de subcomprimento de onda entre a base do prisma e a superfície 
metálica tornava essa configuração ineficaz 58. No mesmo ano, Kretschmann e 
Raether 68 propuseram uma atualização dessa configuração, utilizando um arranjo 
de vidro-filme-ar, que se tornou a configuração mais popular para a excitação de PS, 
sendo amplamente utilizada em pesquisas atuais e em instrumentação comercial 
SPR58.

Embora essas configurações apresentem diferenças sutis, o princípio de 
funcionamento por trás delas é essencialmente o mesmo 586970. Para que a 
excitação dos plásmons de superfície ocorra, a luz incidente precisa ser p- 
polarizada, ou seja, que o vetor do campo elétrico da onda eletromagnética esteja 
orientado no plano de incidência 587172. Nesse estado de polarização, a onda 
plasmônica de superfície, possui apenas um componente do campo elétrico, que é 
perpendicular à superfície 587172. Quando a luz p-polarizada incide em um prisma 
com alto índice de refração, ela é totalmente refletida em um ângulo específico em 
relação à base do prisma 587172. Mesmo sendo refletida , parte da radiação, na 
forma de uma onda ou campo evanescente, penetra na interface entre o prisma e o 
metal 587172. Em um determinado ângulo de incidência, quando a constante de 
propagação da onda plasmônica de superfície se iguala à constante de propagação 
da onda evanescente, parte da radiação se acopla aos elétrons livres que oscilam 
no filme metálico e ocorre uma transferência ressonante de energia entre a luz 
incidente e a onda dos plásmons de superfície (ressonância dos plásmons de 
superfície)58 7172. A Figura 2 ilustra o esquema de um sensor SPR.



28

FIGURA 2 -  ESQUEMA ILUSTRATIVO DO FENÔMENO DE RESSONÂNCIA PLASMÔNICA DE 
SUPERFÍCIE (SPR). A LUZ PROVENIENTE DA FONTE É REFLETIDA EM UM PRISMA E INCIDE 
SOBRE UMA FINA CAMADA METÁLICA (AMARELO). EM UM ÂNGULO ESPECÍFICO, 
DENOMINADO ÂNGULO DE RESSONÂNCIA, OCORRE A EXCITAÇÃO DOS PLASMONS DE 
SUPERFÍCIE, RESULTANDO EM UMA ABSORÇÃO CARACTERÍSTICA DA LUZ REFLETIDA, 
FORMANDO UMA BANDA ESCURA NO ESPECTRO REFLETIDO. ESSE PRINCÍPIO É 
AMPLAMENTE UTILIZADO NA DETECÇÃO DE INTERAÇÕES BIOMOLECULARES EM 
BIOSSENSORES SPR.

Plasm on de superfície

FONTE: O autor (2025).

A sensibilidade dos sensores SPR está intimamente relacionada ao estado 
da superfície do sensor, incluindo sua estrutura, morfologia e composição 60. A 
otimização da estrutura da superfície do sensor SPR e a introdução de novos 
materiais podem aumentar a sensibilidade e melhorar a capacidade de detecção de 
biomoléculas de baixa abundância 58 60 73

Entre os métodos de funcionalização, as monocamadas auto-organizadas 
(SAMs) se destacam por minimizar a adsorção não específica e proporcionar uma 
imobilização estável e orientada 10 7475. A automontagem de moléculas, é a técnica 
mais difundida em biossensores ópticos 10 74 75. A fim de se obter uma alta eficiência 
em biossensores, a combinação de monocamadas auto-organizadas de alcanotióis 
com dendrímeros, e também com os nanocompósitos híbridos se apresenta como 
uma estratégia promissora.



29

2.7 MONOCAMADAS AUTO-ORGANIZADAS (SAM)

O termo "auto-organizadas" refere-se a um processo intrínseco de 
automontagem, no qual componentes simples, como átomos, moléculas, 
biomoléculas ou estruturas biológicas básicas, reorganizam-se espontaneamente 
para formar estruturas secundárias mais complexas, geralmente sem a necessidade 
de intervenção externa direta 76 77.

A formação de monocamadas pode ser realizada de maneira simples, 
utilizando diferentes abordagens, como a imersão do substrato em uma solução 
contendo as moléculas adsorventes, onde ocorre a interação espontânea entre as 
moléculas e a superfície do substrato 7677. Outra estratégia envolve a deposição das 
moléculas adsorventes na forma de vapor sobre o substrato sólido 7677. Ambas as 
técnicas oferecem flexibilidade, sendo escolhidas com base nas propriedades 
desejadas para a monocamada e nas características do substrato 7677. Entre as 
SAMs, as mais populares devido às suas simplicidades e aplicações promissoras em 
vários campos da nanotecnologia, são as de tióis e ditiol76

Assim, o emprego de SAMs (do inglês Self-Assembled Monolayers) 
formadas pela adsorção de tióis consiste em um dos métodos mais convenientes, 
flexíveis e simples, o qual se adequa às propriedades interfaciais de metais, óxidos e 
semicondutores 75. Suas características, como a elevada estabilidade, estrutura de 
superfície uniforme e relativa facilidade de variar os grupos funcionais terminais da 
SAMs, permite que essas moléculas controlem a acessibilidade, bem como, a 
orientação de biomoléculas ligadas 10’78.

Dentre os compostos utilizados na formação de SAMs, destaca-se a 
cisteamina, um tiol de cadeia curta amplamente empregado na imobilização de 
biomoléculas devido à presença simultânea dos grupos -SH (tiol) e -NH2 (amina). O 
grupo tiol possui forte afinidade com superfícies metálicas, especialmente ouro, 
promovendo a ancoragem estável da molécula. Já a extremidade com grupo amina 
permanece exposta e funcional, atuando como sítio ativo para a imobilização 
covalente de biomoléculas por meio de agentes de acoplamento, como glutaraldeído
10,78

A molécula de cisteamina apresenta uma arquitetura funcional composta por 
três domínios principais: (1) o grupo cabeça, constituído por um grupamento tiol ( -  
SH), responsável pela forte interação covalente com superfícies metálicas, como o 
ouro; essa afinidade se deve à elevada capacidade do enxofre em doar pares de 
elétrons para orbitais vazios do metal, formando ligações covalentes coordenadas 
altamente estáveis, especialmente com metais nobres como ouro (Au), prata (Ag) e 
cobre (Cu); (2) a cadeia curta, que contribui para a organização supramolecular e 
estabilidade da monocamada automontada (SAM) por meio de interações 
intermoleculares; e (3) o grupo terminal amina primária (-NH2), quimicamente 
reativo, permitindo a posterior funcionalização da superfície com biomoléculas 77, 
conforme pode ser observado na Figura 3.
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FIGURA 3 -  REPRESENTAÇÃO ESQUEMÁTICA DA ESTRUTURA DA MOLÉCULA DE 
CISTEAMINA, EVIDENCIANDO SEUS TRÊS DOMÍNIOS FUNCIONAIS: O GRUPO TIOL (-SH), 
RESPONSÁVEL PELA ANCORAGEM À SUPERFÍCIE METÁLICA; A CADEIA CARBÔNICA, E O 
GRUPO TERMINAL AMINA (-NH2), UTILIZADO NA POSTERIOR FUNCIONALIZAÇÃO.

Cadeia carbônica

SH

Grupo Terminal 
(grupos aminas)

Grupo cabeça 
(grupo Tiol)

FONTE: O autor (2025).

Cada parte da molécula apresenta uma função específica e determinante 
para a estabilidade 77. SAMs têm sido amplamente empregadas na construção de 
biossensores, especialmente devido à sua homogeneidade, simplicidade de 
preparação e ainda podendo variar tanto os grupos funcionais como o comprimento 
das cadeias, sendo extremamente versátil para imobilização de biomoléculas 78.

A integração de SAMs com dendrímeros tem se destacado como uma 
abordagem promissora, unindo a organização e versatilidade funcional das SAMs à 
estrutura tridimensional altamente ramificada e multivalente dos dendrímeros. Essa 
combinação estratégica não só potencializa a eficiência de imobilização, como 
também oferece maior controle sobre a densidade e a orientação das biomoléculas, 
resultando em sistemas mais eficazes e robustos para aplicações em biossensores.

2.8 DENDRÍMEROS

Dendrímeros são macromoléculas monodispersas que possuem uma 
arquitetura tridimensional altamente ramificada e são muito bem definidos em termos 
de tamanho e número de grupos terminais 10’79-81. São sintetizados por meio da rota 
divergente ou convergente 10’79-81.

A arquitetura dos dendrímeros é composta por um núcleo central, a partir do 
qual surgem ramificações que formam as camadas internas, constituídas por 
unidades repetitivas 82. Essas unidades seguem uma progressão geométrica, 
resultando em uma estrutura organizada em níveis radialmente concêntricos, 
conhecidos como gerações 82. Na superfície do dendrímero, localizam-se os grupos 
funcionais terminais, cujo número cresce exponencialmente com o aumento da 
geração 82. Além disso, diversas características dos dendrímeros podem ser 
controladas, incluindo tamanho, forma, flexibilidade, polaridade, topologia, 
solubilidade e o tipo e a quantidade de grupos terminais 82.
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Atualmente é relatada na literatura uma grande variedade de dendrímeros 
sintetizados, com diferentes estruturas de núcleo, grupos terminais, geração e grau 
de pureza, e têm sido produzidos em escala industrial e estão disponíveis 
comercialmente, fator de suma importância para disseminação dessas moléculas em 
estudos envolvendo biossensores, o que consequentemente culminou em um 
melhor entendimento em relação a essas nanoestruturas 10’81. Os dendrímeros de 
poliamidoamina (PAMAM) foram os primeiros a serem sintetizados, e são 
extensivamente estudados, devido às suas excelentes e peculiares propriedades 
estruturais 80’83. Na Figura 4 é demonstrado a geometria esférica dos dendrímeros 
PAMAM-G3, essas moléculas possuem um núcleo de etilenodiamina e ramificações 
de amida repetitivas e grupos de amina primária terminal84

FIGURA 4 -  REPRESENTAÇÃO ESTRUTURAL DA MOLÉCULA DE DENDRÍMERO PAMAM DE 
GERAÇÃO 3 (G3) COM NÚCLEO DIAMINO E 32 GRUPOS AMINO-TERMINAIS. CADA PARTE DA 
MOLÉCULA REPRESENTADA POR UMA COR É REFERENTE A CADA GERAÇÃO: ZERO (GO), 
UM (G1), DOIS (G2) E TRÊS (G3).
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FONTE: O autor (2025).
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A TABELA 1 mostra as principais características físicas dos dendrímeros, 
seu diâmetro aumenta quase que linearmente com a geração, enquanto o número 
de grupos funcionais na periferia aumenta exponencialmente 85. Com o aumento da 
geração do dendrímero, consequentemente há um aumento entre a distância entre 
os grupos funcionais terminais do dendrímero e, aumentando assim a sua 
flexibilidade 85.

TABELA 1 - CARACTERÍSTICAS FÍSICAS DOS DENDRÍMEROS PAMAM DE DIFERENTES 
GERAÇÕES

Geração Número de grupos de 
superfície

Número de aminas 
terciárias

Massa
molecular

Diâmetro
(nm)

0 4 2 537 0,15
1 8 6 1430 2,2
2 16 14 3256 2,9
3 32 30 6909 3,6
4 64 62 14215 4,5

FONTE: O autor (2025).

O PAMAM pode apresentar alto grau de ramificação, dependendo da 
geração, e possui propriedades físico-químicas distintas, como: capacidade de 
automontagem, estabilidade química, baixa toxicidade, alta solubilidade aquosa, 
reatividade, uniformidade estrutural, geometria globular ou elipsoidal, tamanho 
nanométrico e monodispersidade, alta densidade de grupos funcionais na superfície 
e elevada permeabilidade das cavidades internas 81 848687. Devido a estas 
propriedades, o PAMAM tem sido aplicado no encapsulamento e estabilização de 
nanopartículas metálicas.

A função hospedeira do dendrímero na síntese de nanopartículas metálicas 
é controlada pelos grupos funcionais internos no dendrímero que se coordenam a 
superfície das nanopartículas metálicas 848687. A combinação do PAMAM, com 
nanopartículas metálicas representa uma abordagem estratégica na construção de 
plataformas multivalentes para biossensores. Essa integração não apenas apresenta 
o potencial de amplificar o sinal gerado pelo evento de interação entre o analito e o 
elemento de reconhecimento biológico na superfície do biossensor, mas, em muitos 
casos, também permite que o próprio metal atue como marcador ou etiqueta, 
dispensando o uso de sondas.

2.9 ESTABILIZAÇÃO DE NANOPARTÍCULAS METÁLICAS UTILIZANDO 
DENDRÍMEROS

Crooks et al. 85 foram os primeiros a relatar a síntese, caracterização e 
aplicações de nanopartículas metálicas encapsuladas ou estabilizadas por 
dendrímeros 88 A metodologia clássica envolve inicialmente a complexação dos íons 
metálicos com as aminas internas do dendrímero, tipicamente do tipo PAMAM,



33

seguida pela redução química com agentes redutores como borohidreto de sódio, 
ácido ascórbico ou citrato de sódio 88. Essa abordagem possibilita o controle da 
nucleação e crescimento das nanopartículas no interior da estrutura tridimensional 
altamente ramificada dos dendrímeros.

Diversas rotas alternativas têm sido desenvolvidas para a síntese de DENs, 
envolvendo dendrímeros com diferentes núcleos, gerações e grupos funcionais de 
superfície, combinados com íons metálicos variados, tais como Pt2+, Pd2+, Au3+, Ag+, 
Cu2+, Ni2+, Ru3+, Mn2+ e Fe3+ 84,85,94-100,86-93^

No dendrímero PAMAM, as aminas terciárias internas desempenham papel 
crucial na complexação dos íons metálicos, enquanto as aminas primárias terminais 
oferecem locais para funcionalização e imobilização de biomoléculas 848588. 
Contudo, a interação entre íons Ag+ e dendrímeros PAMAM apresenta 
particularidades que dificultam a obtenção de nanopartículas de prata (AgDENs) 
estáveis 88101. Estudos indicam que a complexação dos íons prata com as aminas 
terciárias internas é relativamente fraca, o que resulta em agregação e precipitação 
rápida das partículas após a síntese 88 92101.

Além disso, o pH do meio desempenha papel fundamental na estabilidade e 
formação dos DENs, pois influencia o estado de protonação das aminas e, 
consequentemente, o ambiente de coordenação dos íons metálico 8892 101. Em pH 
abaixo de 2, as aminas primárias e terciárias estão protonadas, gerando repulsões 
eletrostáticas que afastam os ramos do dendrímero e modificam sua conformação 
8 8 ,92,101  _ a  fajxa de pH entre 3 e 7  tem sido apontada como ideal para a obtenção de 
DENs mais estáveis, balanceando a protonação dos grupos amina e a eficiência da 
complexação metálica 88 92101.

Outro fator importante na síntese de AgDENs é a concentração relativa dos 
íons metálicos 102. Em baixas concentrações, os íons tendem a se ligar 
preferencialmente às aminas superficiais do dendrímero, enquanto em 
concentrações maiores ocorre penetração dos íons no interior da estrutura, 
favorecendo a nucleação interna das nanopartículas e impactando sua morfologia e 
estabilidade 102.

A integração dos dendrímeros PAMAM com nanopartículas metálicas 
configura uma plataforma promissora para o desenvolvimento de biossensores, na 
qual as nanopartículas atuam como amplificadores do sinal gerado pela interação 
analito-receptor, enquanto os grupos amino-terminais dos dendrímeros possibilitam 
a imobilização covalente eficiente de biomoléculas.

Além dos nanocompósitos metal-dendrímero, materiais bidimensionais (2D) 
têm emergido como alternativas inovadoras para a modificação de transdutores em 
biossensores. Dentre eles, o dissulfeto de molibdênio (MoS2) destaca-se pelas 
propriedades físico-químicas singulares que promovem a formação de filmes 
homogêneos sobre superfícies metálicas, possibilitando a imobilização direta dos 
materiais de reconhecimento sem necessidade de etapas intermediárias.
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2.10 DISSULFETO DE MOLIBDÊNIO

Desde o isolamento do grafeno em 2004 103, o interesse por materiais 
bidimensionais (2D) aumentou consideravelmente, impulsionado pelas propriedades 
excepcionais desse material 104-108. Esse interesse ultrapassou o âmbito acadêmico, 
envolvendo grandes empresas globais, especialmente com o avanço da 
comercialização de dispositivos e produtos à base de grafeno, como sensores, 
eletrônicos flexíveis e compósitos avançados 104- 107 Os materiais bidimensionais se 
destacam por sua estrutura única, que os diferencia dos materiais tridimensionais 
convencionais 105. Nesses materiais, as cargas livres são restritas a uma dimensão, 
enquanto têm liberdade de movimento nas outras duas, resultando em propriedades 
físicas e químicas inovadoras 105

Esse "boom do grafeno" impulsionou a busca por outros materiais 2D com 
características potencialmente mais ajustáveis, como os dicalcogenetos de metais 
de transição (DMTs) 109, o nitreto de boro hexagonal 110, MXenes 111, entre outros 
104 , 105 , 107 , 10 8  ̂ os DMTs têm a fórmula geral MX2, onde M representa um metal de 
transição, como Hf, Ti, Zr, Mo, V, Nb, Ta, W e Re, e X é u m  calcogênio, como Se, S 
ou Te 104 A versatilidade dos metais de transição, combinada com as propriedades 
únicas dos calcogênios, resulta em uma ampla gama de propriedades que podem 
ser ajustadas com base na composição e estrutura 104

Cada folha DMTs consiste em uma estrutura de três camadas, na qual um 
átomo de metal M está situado entre duas camadas de átomos X 104105. Essa 
configuração permite a formação de fortes ligações covalentes entre os átomos M e 
X, enquanto a interação entre camadas adjacentes, compostas de X-M -X, é 
relativamente fraca, dominada pelas forças de van der Waals 104 105 112. Essa 
característica facilita sua esfoliação, um processo no qual as camadas podem ser 
separadas para obter MoS2 em formas mono ou poucas camadas 104105.

Entre os dicalcogenetos de metais de transição bidimensionais, o MoS2 
destaca-se como um dos materiais mais promissores e amplamente pesquisados 
104,105,107,108,112̂  £ formado por camadas de átomos de molibdênio intercaladas entre 
duas camadas de átomos de enxofre (S-Mo-S), apresentando fortes ligações 
covalentes dentro das camadas e forças de van der Waals mais fracas entre as 
camadas. 1617113. o  MoS2 possui uma configuração cristalina que exibe 
polimorfismo, apresentando três formas distintas: 1T, 2H e 3R, que pertencem a 
diferentes grupos de simetria cristalográfica, D6d, D6h e C3i (S6), respectivamente, 
com base na configuração atômica e no arranjo de empilhamento de camadas
105,112,113

Todas as variedades polimórficas do dissulfeto de molibdênio têm estruturas 
lamelares conforme demostrado na Figura 5. Nesta nomenclatura, o primeiro 
número indica o número de camadas presentes na estrutura, enquanto a letra (T, H 
e R) se refere à configuração cristalográfica específica 105114. A estrutura 1T 
representa uma fase metaestável do MoS2 caracterizada por comportamento 
metálico e paramagnético 114 Em comparação com a fase 2H, a fase 1T do MoS2 
apresenta uma maior densidade de sítios ativos, locais específicos na superfície
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onde ocorrem interações químicas, além de uma condutividade elétrica 
significativamente superior, o que contribui para seu desempenho aprimorado em 
aplicações catalíticas e eletrônicas 105113114. Esses sítios ativos incluem bordas 
expostas das camadas, defeitos estruturais e, especialmente, vacâncias, que são 
posições na rede cristalina onde átomos de enxofre ou molibdênio estão ausentes. A 
configuração 2H é considerada a mais estável entre as três, tornando-a 
particularmente interessante para aplicações práticas 105113114. a  Figura 5 mostra 
duas vistas idealizadas de uma monolamela de 2 H-M0 S2. Em todos os casos, as 
lamelas estão ligadas entre si por forças de van der Waals e empilhadas ao longo do 
eixo basal, o eixo "c "115

FIGURA 5 - ESTRUTURAS POLÍTIPOS DE M0 S2, VISTA SUPERIOR E LATERAL LEVEMENTE 
INCLINADA IDEALIZADAS DE UMA MONOLAMELA DE 2 H-M0 S2.
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FONTE: Adaptada de Wypych 115

Entre suas características vantajosas, destacam-se a grande área de 
superfície específica e um alto número de sítios ativos, juntamente com um 
espaçamento entre camadas de aproximadamente 0,615 nm, o que facilita a difusão 
de íons de vários tamanhos através de sua estrutura 1617.
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Sua estabilidade estrutural e propriedades ampliam sua aplicação potencial 
em vários campos científicos e tecnológicos, incluindo eletrodos em 
supercapacitores 116117i baterias 118119i sensores 120 e biossensores 17.121.122 Suas 
propriedades são especialmente atraentes para o desenvolvimento de biossensores, 
incluindo dispositivos eletroquímicos 123 e ópticos 61.

O mecanismo exato de interação entre biomoléculas e o MoS2 ainda não está 
completamente elucidado. A literatura apresenta diversas abordagens para explicar 
essas interações interfaciais, que são governadas por forças não covalentes, 
incluindo interações eletrostáticas, forças de van der Waals, ligações de hidrogênio e 
interações hidrofóbicas 60124

Estudos indicam que o dissulfeto de molibdênio (MoS2) possui alta afinidade 
por biomoléculas contendo grupos funcionais tiol. Ding et al. 112 demonstraram que 
as vacâncias de enxofre (S) no MoS2 desempenham um papel fundamental na 
conjugação de tiol no plano basal de suas camadas. Além disso, os autores afirmam 
que o controle dessas vacâncias pode ajustar efetivamente o grau de conjugação 
com os grupos tiol 60 112 124. Entretanto no estudo de Xiao, M. et al. 125, foram 
analisadas três proteínas com resíduos de cisteína expostos, e apenas uma delas foi 
adsorvida ao MoS2 com orientação preferencial, sem alterações conformacionais 
significativas ou desnaturação. Os autores sugeriram que a interação não ocorre 
exclusivamente via ligações dissulfeto, pois, se assim fosse, todas as proteínas 
deveriam adotar a mesma orientação, a adsorção é predominantemente mediada 
por interações hidrofóbicas, com possível contribuição dos grupos tio l125.

Peng Zhang et al. 126 investigaram a interação de 20 aminoácidos padrão com 
uma monocamada de MoS2 124126. Os autores demonstraram que diferentes grupos 
funcionais laterais dos aminoácidos contribuem para a variação na força de 
adsorção ao M0 S2124’126. Aminoácidos de anel aromático ou de cadeia molecular 
mais longa apresentam maior afinidade pela monocamada de MoS2 124126. Essa 
forte afinidade por biomoléculas, observada tanto em aminoácidos quanto em ácidos 
nucleicos, é ainda mais evidenciada quando se considera o DNA de policitosina 
(Poly C), que pode ser adsorvido de forma estável em dicalcogenetos de metais de 
transição como MoS2 e WS2, por meio de forças de van der Waals 127128. Estudos 
indicam que o Poly C apresenta uma adsorção mais forte do que outros 
homopolímeros de DNA em MoS2, o que torna o Poly C uma âncora versátil para 
funcionalização dessas superfícies, mesmo na presença de proteínas, ácidos 
nucleicos e surfactantes concorrentes 127128.

Além disso, o potencial do M0 S2 na funcionalização de superfícies foi 
demonstrado em um biossensor de ressonância plasmônica de superfície de fibra 
óptica. Nesse caso, os anticorpos monoclonais de E. coli foram imobilizados 
diretamente sobre as nanofolhas de MoS2, utilizando interações hidrofóbicas entre 
os anticorpos e a superfície basal das nanofolhas de MoS2 18 Esse método 
simplificado, que faz uso das nanofolhas de MoS2, permitiu a quantificação rápida e 
precisa de E. co li18.

A combinação da Ressonância Plasmônica de Superfície (SPR) com 
materiais avançados, como o dissulfeto de molibdênio (MoS2), tem o potencial de
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transformar o campo dos biossensores ópticos. As propriedades excepcionais do 
MoS2, tornam-no um material promissor para a modificação de sensores SPR. A 
introdução de MoS2 nas superfícies de ouro não apenas aprimora a sensibilidade 
dos biossensores, mas também permite a imobilização direta de biomoléculas, 
simplificando o processo de biofuncionalização
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Desenvolvimento de plataformas seletivas, robustas e multivalentes, 
empregando alcanotióis, dendrímeros, nanopartículas metálicas e dissulfeto de 
molibdênio (MoS2) para o desenvolvimento de biossensores ópticos e 
eletroquímicos.

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS

• Estudar as condições experimentais da síntese de nanopartículas de prata 

estabilizadas por dendrímeros;

• Caracterizar estrutural, morfológica e eletroquimicamente nanopartículas de 

prata estabilizadas por dendrímeros;

• Estudar a funcionalização de superfícies de ouro empregando monocamadas 

automontadas (SAMs) de tióis e sistemas multivalentes formados pelo princípio 

layer-by-layer, combinando dendrímeros comerciais do tipo poliamidoamina e 

nanopartículas de prata;

• Estudar a imobilização covalente diferentes biomoléculas;

• Desenvolver um imunossensor para detectar anticorpos contra Leishmania 

infantum em soro canino;

• Estudar a funcionalização de superfícies de ouro utilizando MoS2 por meio da 

técnica de spin coating;

• Estudar a interação de proteínas sobre as plataformas previamente construídas, 

utilizando técnicas eletroquímicas;

• Investigar in situ, via SPR, a interação de proteínas sobre as plataformas 

previamente construídas;

• Utilizar biossensores para a detecção de anticorpos em amostras reais de soro 

humano e canino, via SPR e eletroquímica.
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Uso de nanopartículas de prata 
estabilizadas por dendrímero PAMAM-G3 
para o desenvolvimento de biossensores 

ópticos baseados em SPR
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4 EXPLORANDO A VERSATILIDADE DAS PLATAFORMAS DE 
NANOPARTÍCULAS DE PRATA ESTABILIZADAS POR DENDRÍMEROS: 
SÍNTESE, CARACTERIZAÇÃO E IMOBILIZAÇÃO DE PROTEÍNAS PARA 
APLICAÇÕES DE BIOSSENSORES 73

4.1 MOTIVAÇÃO PARA REALIZAÇÃO DESTE ESTUDO

A busca por plataformas altamente sensíveis e seletivas para biossensores 
tem impulsionado o desenvolvimento de novos materiais nanoestruturados capazes 
de aprimorar a detecção. A ressonância plasmônica de superfície (SPR) se destaca 
como uma técnica promissora por oferecer detecção em tempo real, sem 
necessidade de marcadores, porém, a funcionalização eficiente do

sensor é um desafio crucial para garantir o desempenho do biossensor. 
Nesse contexto, a combinação de dendrímeros de poli(amidoamina) e 

nanopartículas de prata (AgDENs) surge como uma abordagem promissora para a 
construção de interfaces sensíveis e versáteis. Os dendrímeros oferecem uma 
estrutura bem definida com muitos grupos disponíveis que podem ser 
funcionalizados, enquanto as nanopartículas de prata contribuem para a 
amplificação da resposta plasmônica, potencializando o sinal de detecção.

Diante disso, este estudo busca explorar a funcionalização de sensores de 
SPR com nanocompósitos AgDENs para melhorar a imobilização de biomateriais e 
expandir as possibilidades de detecção. Para demonstrar a aplicabilidade da 
plataforma, diferentes proteínas foram imobilizadas, incluindo a proteína 
recombinante C1 do protozoário Leishmania infantum, viabilizando o 
desenvolvimento de um imunossensor para a detecção seletiva de anticorpos contra 
leishmaniose visceral em amostras de soro canino.
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4.2 EXPERIMENTAL

A ligação dos AgDENs à superfície de ouro não modificada (Au/AgDENs) e 
sua ligação à superfície previamente modificada com um monocamada de 
cisteamina (Au/CIS/AgDENs) foram caracterizadas em tempo real. A 
biofuncionalização dos grupos amino terminais dos AgDENs foi realizada por meio 
de ligação covalente com proteínas de estruturas bem estabelecidas e funções 
importantes. Como sistema modelo, investigamos inicialmente a ligação da proteína 
CHIP aos grupos amino terminais das plataformas construídas (Au/AgDENs e 
Au/CIS/AgDENs) utilizando glutaraldeído como agente de ligação. Para caracterizar 
cada etapa envolvida na construção dos biossensores, análises morfológicas e 
estruturais foram realizadas por meio de espectroscopia ultravioleta-visível (UV-Vis), 
difração de raios X (XRD), espectroscopia no infravermelho com transformada de 
Fourier e reflexão total atenuada (FTIR-ATR), e microscopia eletrônica de 
transmissão (TEM). Para demonstrar a versatilidade das plataformas propostas no 
ancoramento de diferentes biomoléculas, também exploramos a imobilização de 
Hsc70, a lipase livre de Candida antarctica (CALB L) e a proteína C1. Pelo que 
sabemos, a exploração de algumas dessas proteínas como materiais de 
bioreconhecimento, por meio de sua imobilização nos materiais propostos, não foi 
reportada na literatura.

4.3 REAGENTES

O nitrato de prata (AgN03, 99,99%), o dendrímero PAMAM (núcleo de 
etilenodiamina, geração 3 em solução metanol), a cisteamina (CIS, 98%) e o 
glutaraldeído (GLU) (solução aquosa 25%, (v/v)) foram adquiridos da Aldrich 
Chemical (St. Louis, MO, EUA). O cloreto de potássio (KCI), o fosfato dissódico 
(Na2HP04), o fosfato monopotássico (KH2P04), o hidróxido de potássio (KOH) e o 
cloreto de potássio (KCI) foram adquiridos da LabSynth (Diadema, SP, Brasil). A 
solução PBS (pH 7.1, 0,1 mol L_1) foi preparada pela adição equimolarde 0,1 mol L_1 
de KH2P04, Na2HP04 e KCI, e o pH foi ajustado com KOH. A água deionizada foi 
utilizada para preparar a solução após purificação utilizando o sistema Milli-Q. As 
proteínas CHIP 129 e Hsc7013° foram sintetizadas pelo grupo do Professor Carlos H.l. 
Ramos (Instituto de Química, Universidade Estadual de Campinas, Campinas, 
Brasil), e as diluições foram feitas utilizando o tampão PBS a pH 7. Para a proteína 
CHIP e Hsc70, as concentrações usadas foram 1 mg mL_1 e 50 mg mL"1, 
respectivamente.

A enzima utilizada foi a lipase livre comercial de Candida antarctica 
(Lipozyme CALB Ls) da Novozymes Latin America (Araucária, PR, Brasil). A enzima 
foi utilizada sem purificação adicional, e a solução foi preparada diluindo 0,037 mL 
da enzima em 25 mL de tampão PBS a pH 7,1. A proteína recombinante C1, que é 
uma proteína hipotética do protozoário Leishmania infantum, foi sintetizada pelo 
Laboratório de Leishmaniose da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), 
Belo Horizonte, Brasil. Amostras de soro canino positivas para leishmaniose visceral
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foram coletadas de cães naturalmente infectados com o antígeno de Leishmania 
infantum de regiões endêmicas de Belo Horizonte, Brasil. Para essas amostras, os 
diagnósticos foram realizados usando os métodos sorológicos IFAT e ELISA no 
Laboratório de Leishmaniose da UFMG. Para controles negativos, amostras de soro 
canino foram obtidas de cães saudáveis alojados em uma área não endêmica.

4.4 SÍNTESE DE NANOPARTÍCULAS DE PRATA ESTABILIZADAS POR
DENDRÍMERO

Os coloides de prata estabilizados por dendrímero (AgDENs) foram 
preparados de acordo com relatórios anteriores 9293 102. Inicialmente, uma solução 
aquosa de AgN03 com concentração de 0,1 mol L_1 a pH 5,7 foi preparada e 
utilizada como solução estoque. Em seguida, a solução foi diluída para obter 
concentrações de Ag+ de 0,05, 0,5 e 1 mmol L"1. A solução diluída de AgN03 foi 
adicionada a uma solução de dendrímero PAMAM com núcleo de etilenodiamina, 
geração 3, em concentração fixa de 0,05 mmol L_1 em uma cubeta de quartzo. As 
soluções foram agitadas por alguns minutos e, em seguida, irradiadas com luz 
ultravioleta de 8 W (A = 256 nm) por 1 hora em uma caixa escura. Os produtos foram 
separados por centrifugação durante 15 minutos a uma velocidade de 7500 rpm, e o 
processo foi repetido.

4.5 SÍNTESE DE NANOPARTÍCULAS DE PRATA ESTABILIZADAS POR CITRATO

As nanopartículas de prata estabilizadas por citrato foram preparadas 
utilizando o método de Turkevich. A solução aquosa de AgN03 (1 mmol L_1) foi 
aquecida até atingir uma temperatura de cerca de 105 °C. Em seguida, a solução de 
citrato de sódio (1 mmol L_1) a pH 9 foi injetada rapidamente na solução de AgN03. 
O aquecimento foi continuado por mais 15 minutos e, em seguida, a solução foi 
resfriada em um banho de gelo. A mistura foi então submetida à centrifugação, 
resultando na separação do precipitado, que foi posteriormente lavado com água 
ultrapura. Esse processo de lavagem foi repetido sete vezes. Finalmente, o 
precipitado foi disperso novamente em água ultrapura para análise subsequente.

4.5.1 Modificação do eletrodo de ouro usando as nanopartículas de prata 
estabilizadas por dendrímero PAMAM-G3 para caracterizações 
eletroquímicas

Antes da modificação, os substratos de ouro passaram por uma etapa de 
limpeza rigorosa para garantir a remoção de impurezas e contaminantes. 
Inicialmente, os substratos foram tratados com solução piranha (mistura de ácido 
sulfúrico concentrado e peróxido de hidrogênio. Em seguida, os substratos foram 
submetidos à sonicação em acetona e posteriormente com isopropanol para eliminar 
resíduos remanescentes. Após a limpeza, a superfície de ouro foi seca sob fluxo de 
gás nitrogênio (N2). Sob a superfície de Au limpa, 5 pL da solução de AgDENs foram
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depositadas sobre a superfície limpa e não modificada, deixando reagir à 
temperatura ambiente, sob proteção contra luz, por 16 horas. Em seguida, o 
substrato foi lavado com água ultrapura e seco novamente com fluxo de N2.

4.5.2 Modificação do eletrodo de ouro com cisteamina e as nanopartículas de prata
estabilizadas por dendrímero PAMAM-G3 para caracterizações 
eletroquímicas

A monocamada de cisteamina (CIS-SAM) foi formada pela adsorção direta 
da cisteamina sobre a superfície de ouro. Imediatamente após a limpeza, a 
superfície de ouro foi imersa em uma solução etanólica de CIS com concentração de 
1 mmol L"1, durante 4 horas. Após esse período, a superfície foi então lavada com 
etanol e água e seca sob fluxo de N2 puro. A ativação dos grupos anino-terminais da 
CiS-SAM foi realizada pela adição de 5 pL de uma solução aquosa de glutaraldeído 
(GLU, 1 % g/v) durante 15 minutos, por fim, sobre a superfície ativada foi adicionado 
5 pL da solução de AgDENs e incubado por 16 horas, em temperatura ambiente ao 
abrigo da luz.

4.5.3 Espectroscopia no Ultravioleta Visível (UV-VIS)

A caracterização óptica da suspensão foi realizada por espectroscopia na 
região do ultravioleta-visível (UV-Vis), utilizando um espectrofotômetro Shimadzu, 
modelo UV-2450, pertencente ao Grupo de Química de Materiais (GQM -  UFPR). A 
amostra foi transferida para uma cubeta de quartzo com caminho óptico de 1 cm, 
previamente limpa com etanol e água ultrapura, a fim de evitar interferências ópticas. 
As análises foram conduzidas no modo de absorbância, cobrindo a faixa espectral 
de 200 a 800 nm, com passo espectral de1 nm.

4.5.4 Difração de raios X (DRX)

Os difratogramas de raios X das amostras foram obtidos em um 
difratômetro da marca Shimadzu, modelo XRD-6000 (GQM -  UFPR), utilizando 
radiação CuKa (A = 1,5418 A). As análises foram realizadas na faixa de 20 de 25° a 
50°, com passo de varredura de 0,07°. As amostras foram preparadas por 
dropcasting sobre substratos de vidro previamente limpos. Após a deposição, os 
filmes foram secos em estufa a100°C por 1 hora.

4.5.5 Microscopia eletrônica de transmissão (MET)

As imagens de microscopia eletrônica de transmissão (MET) foram obtidas 
depositando-se uma gota da amostra, dispersa em água a uma concentração 
adequada para visualização, sobre grades de cobre revestidas com filme fino de 
carbono amorfo, que atua como suporte para a amostra. Após a deposição, as 
amostras foram secas em ambiente controlado à temperatura ambiente para
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remoção do solvente. As imagens foram coletadas em um microscópio JEOL 
operando a 120 kV.

4.5.6 Ressonância de plasmons de superfície (SPR)

As medições de Ressonância Plasmônica de Superfície (SPR) foram 
realizadas utilizando o instrumento Autolab Springle (Eco Chemie, Holanda) para 
analisar interações biomoleculares em tempo real. O sistema opera no modo de 
reflexão interna total atenuada (ATIR), empregando a configuração de Kretschmann. 
Neste arranjo, um feixe de luz p-polarizado é direcionado através de um prisma de 
vidro com alto índice de refração, em um ângulo específico que permite a reflexão 
interna total na interface vidro-metal. Essa configuração possibilita a excitação de 
plasmons de superfície (oscilações de elétrons livres na interface metal-dielétrica). O 
sensor SPR consistia de um disco de vidro com um índice de refração compatível 
com o do prisma, garantindo o acoplamento óptico ideal. Esse disco foi recoberto 
com um filme de ouro nanométrico (50 nm), formando a superfície sensível 
responsável pela detecção de variações no índice de refração induzidas por 
interações biomoleculares.

O instrumento possui uma célula de fluxo com capacidade de 300 pL, 
permitindo o controle preciso da injeção da amostra sobre a superfície sensível. Um 
laser de hélio-neônio (He-Ne) com comprimento de onda de emissão de 670 nm 
serve como fonte de radiação, proporcionando um feixe de luz estável e 
monocromático essencial para a excitação da ressonância. A intensidade da luz 
refletida é monitorada continuamente por um detector fotodiodo, capturando 
mudanças no ângulo SPR à medida que o índice de refração varia na interface 
metal-dielétrica. Os experimentos foram realizados a uma temperatura controlada de 
23 ± 1 °C.

Os sensores SPR não modificados e modificados com M0 S2, na 
ausência/presença da proteína, foram analisados por espectroscopia Raman. O 
equipamento WITec Alpha 300R, com laser de 532 nm, lentes objetivas de 50* com 
potência de 0,5 mW, foi utilizado e o intervalo espectral analisado variou de 25 a 
3800 cm'1. Foram obtidos cinco espectros por amostra em diferentes pontos, com 30 
acumulações de 2 segundos cada.

4.5.7 Voltametria cíclica (VC)

As medidas eletroquímicas dos eletrodos foram realizadas em um 
potenciostato Autolab (GQM -  UFPR). A janela de potencial foi de -0,1 V a 0,25 V, 
com varredura de 10 mV s_1. Um fio de Pt foi utilizado como contra-eletrodo e um 
eletrodo de Ag/AgCI como referência, uma solução de PBS foi utilizado como 
eletrólito de suporte.
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5 RESULTADOS E DISCUÇÕES

5.1 ESPECTROSCOPIA UV-VIS

A primeira indicação da formação de nanopartículas de prata estabilizadas 
por dendrímeros (AgDENs) foi a mudança na cor das soluções. Inicialmente 
transparentes, as soluções tornaram-se amarelo-claro após a fotorredução, 
conforme mostrado na Figura 6a. Todo o processo de produção de AgNPs foi 
acompanhado por espectroscopia UV-Vis, pois as AgNPs exibem as bandas 
plasmônicas características na região visível do espectro eletromagnético 131132. As 
Figuras 6b, 6c e 6d evidenciam os resultados obtidos para as diferentes proporções 
de Ag+ no material (AgDENs). Para esses processos, inicialmente os espectros de 
absorção UV-Vis mostraram apenas a banda característica do dendrímero em 285 
nm, atribuída à transição n-n* do grupo carbonila (C=0) 100. Após a fotorredução, 
uma nova banda apareceu em 410 nm, atribuída à Ressonância Plasmônica de 
Superfície Localizada (LSPR) originada de oscilações coletivas de elétrons livres nos 
AgNPs 91,96-98,100,133-137̂  formas simétricas dessas bandas de plasmon sugerem 
ainda que elas são estruturas bem dispersas e esféricas 9 1 ,9 6 , 138 ,9 7 ,9 8 , 100 , 133 - 1 3 7 ^

Uma análise comparativa da banda de 410 nm em diferentes sistemas 
revela um aumento notável em sua intensidade relativa. Esse aumento pode sugerir 
crescimento tanto no tamanho das nanopartículas quanto na quantidade de metal 
presente. O tamanho médio e a distribuição de tamanho, conforme observado pela 
microscopia eletrônica de transmissão (MET) na Figura 6, são semelhantes para 
ambos os sistemas. É possível correlacionar o aumento da intensidade com o uso 
de uma maior concentração de prata durante o processo de síntese. Esses 
resultados estão em linha com o observado por Endo et al. 139 Adicionalmente, o 
aumento da razão de concentração de Ag+ na formação dos nanocompósitos não 
apresentou influência significativa na posição dessa banda, o que também foi 
relatado por Kéki et a l139.
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FIGURA 6 -  (a) IMAGENS DAS SOLUÇÕES OBTIDAS AO FINAL DA SÍNTESE PARA AS 
DIFERENTES PROPORÇÕES ESTUDADAS SÃO APRESENTADAS. AS BARRAS DE CORES 
REPRESENTAM AS RESPECTIVAS COLORAÇÕES NOS ESPECTROS CORRESPONDENTES. A 
BARRA E A CURVA VERMELHAS REPRESENTAM OS AgDENs (1:1), A BARRA E A CURVA 
ROSAS REPRESENTAM OS AgDENs (10:1) E A BARRA E A CURVA VERDES REPRESENTAM 
OS AgDENs (20:1). (b) ESPECTRO UV-VIS DOS AgDENs (1:1); (c) ESPECTRO UV-VIS DOS 
AgDENs (10:1); (d) ESPECTRO UV-VIS DOS AgDENs (20:1).
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FONTE: O autor (2025).

Em relação à banda de 285 nm, ainda há algumas questões que requerem 
esclarecimentos, apesar da documentação substancial. Os artigos disponíveis 
mostram discrepâncias em alguns aspectos, e mais investigação é necessária para 
entender completamente o aparecimento e desaparecimento dessa banda, bem 
como sua intensidade e mudança 9T96,i4o,i4i,97,98,ioo,i33-i37_ Esumi et al.93 inicialmente
atribuíram essa banda à formação de certos compostos carbonílicos, 
especificamente aldeídos, que são formados quando o dendrímero é exposto à
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radiação UV 92140. Sabe-se que aldeídos alifáticos, como propionaldeído, 
isobutiraldeído e pivalaldeído, exibem bandas UV-Vis na região de 283-285 nm 
140 , 142 , 143  ̂ entanto, Pande e Crooks 96 demonstraram que essa banda surge 
exclusivamente de dendrímeros intactos ou quase intactos, em vez de fragmentos 96 
Os autores também sugerem que essa banda é condicionada pela protonação e 
desprotonação das aminas terciárias do dendrímero. Especificamente, de acordo 
com os autores, as aminas terciárias são protonadas em pH baixo, e a banda de 
280-285 nm está ausente 96144. No entanto, quando esses grupos são 
desprotonados em pH mais alto, essa banda aparece 96 Esses resultados 
contrastam com os relatados por Wang et al. 145, em que os autores mostraram 
espectros de absorção UV-Vis de PAMAM-G2 em níveis de pH variando de 3 a 8. O 
dendrímero exibiu uma banda de absorção em 285 nm em pH 3. À medida que o pH 
aumentava, a intensidade de absorção diminuía. Quando atingiram pH 8, a banda de 
absorção de 285 nm quase desapareceu. Os autores não forneceram uma 
explicação para essa discrepância.

A influência da concentração de Ag+ na formação de nanocompósitos foi 
avaliada; antes da redução, observamos que a adição de íons Ag+ à solução de 
dendrímero resultou em uma diminuição na intensidade da banda de 285 nm (Figura
7), essa diminuição na intensidade da banda está associada à coordenação de íons 
Ag+ com o dendrímero 144 Após a redução, há um ligeiro deslocamento dessa banda 
em direção a comprimentos de onda mais curtos. Além disso, observamos uma 
proporcionalidade direta entre o aumento da intensidade dessa banda após a 
redução e a concentração de Ag+. Esse fenômeno também foi relatado por outros 
autores ao utilizar Au3+ em vez de Ag+14°.
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FIGURA 7 -  ESPECTROS UV-Vis DO PAMAM-G3 E DAS NANOPARTÍCULAS DE PRATA 
ESTABILIZADAS POR DENDRÍMEROS (AgDENs) EM DIFERENTES PROPORÇÕES (ANTES E 
APÓS A REDUÇÃO): (a) PROPORÇÃO 1:1, (b) PROPORÇÃO 10:1, E (c) PROPORÇÃO 20:1.

Com prim ento de Onda (nm) Com prim ento de Onda (nm)

Com prim ento de Onda (nm)

FONTE: O autor (2025).

Para investigar o impacto da radiação na estrutura dos dendrímeros, 
expusemos uma solução com a mesma concentração usada na síntese à radiação 
UV por 60 minutos. Registramos os espectros antes e depois da exposição (Figura
8). Os espectros dos dendrímeros após a exposição à radiação revelaram um 
aumento na intensidade da banda de 285 nm. Esse aumento na intensidade é 
provavelmente devido ao incremento da concentração na solução, resultante da 
evaporação da água durante o tempo de irradiação. A observação é que a banda 
permanece inalterada, indicando que a radiação UV não degrada a estrutura dos 
dendrímeros.

Ressonâncias de plasmon de superfície em nanopartículas metálicas têm 
atraído interesse significativo, tornando-as relevantes para uma ampla gama de 
aplicações, principalmente devido ao aumento significativo do campo 
eletromagnético próximo à superfície do metal 146. Conforme anteriormente 
discutido, as ressonâncias plasmônicas são altamente sensíveis às variações no 
tamanho, morfologia e nas características do ambiente dielétrico circundante das
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nanopartículas97’147148. Assim, atribuímos o aumento da intensidade nessa banda a 
280 nm, principalmente à mudança no ambiente dielétrico local das nanopartículas 
de prata após a formação do nanocompósito 97. As observações relatadas acima, 
com base nos espectros de absorção UV-Vis, em relação ao tamanho e à 
distribuição de tamanho, foram confirmadas pelas técnicas de e MET e DRX, veja 
Figuras 10e11,  respectivamente.

FIGURA 8 -  ESPECTROS DE UV-Vis DO PAMAM G3 (0,05 mmol L 1) ANTES E APÓS A 
EXPOSIÇÃO A RADIAÇÃO UV (8W, A = 256 nm).

Comprimento de onda (nm)

FONTE: O autor (2025).

O máximo em absorbância e também a largura à meia altura da banda 
plasmon dependem de diversos de fatores, entre eles podemos destacar o tamanho 
médio, a distribuição de tamanhos e o formato de nanopartículas 149. A análise das 
soluções de AgDENs em diferentes dias após a síntese (Figura 9), mostra um 
alargamento gradual na banda em 410nm, ao longo dos dias, para ambos os 
sistemas estudados. Para a proporção (20:1), é observado ainda o deslocamento 
dessa banda plasmon para regiões de menor energia. Esse alargamento e 
deslocamento pode ser explicado como um aumento gradual no diâmetro das 
nanopartículas inicialmente sintetizadas, consistindo em uma maior 
aglomeração/agregação 95
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FIGURA 9 -  ESPECTROS DE UV-VIS DAS NANOPARTÍCULAS DE PRATA ESTABILIZADAS POR 
DENDRÍMEROS, APÓS A REDUÇÃO E EM DIFERENTES DIAS APÓS A REDUÇÃO, NAS 
PROPORÇÕES (a)1:1,(b) 10:1E (b) 20:1.

Comprimento de Onda (nm) Comprimento de Onda (nm)

Comprimento de Onda (nm)

FONTE: O autor (2025).

5.2 MICROSCOPIA ELETRÔNICA DE TRANSMISSÃO (MET)

A microscopia eletrônica de transmissão (MET) é uma técnica poderosa, 
possibilita a distinção da morfologia e do tamanho de diferentes tipos de 
nanopartículas, sintetizadas por variados métodos 150. As imagens obtidas por MET 
das AgDENs são mostradas na Figura 10, o software ImageJ foi usado para medir o 
diâmetro das AgDENs. Para o sistema (1:1) o tamanho das nanopartículas variou de 
aproximadamente 4 a 17 nm (média: 8 nm), já para o sistema (10:1) o tamanho das 
nanopartículas variou de 4 a 10 nm (média; 5 nm), e finalmente para o sistema 
(20:1) o tamanho das nanopartículas variou d e 4 a 1 6 n m  (média; 7 nm).

Uma comparação das imagens confirma que o uso de baixas concentrações 
de Ag+ leva a formação de aglomerados de nanopartículas maiores, este resultado 
corrobora com os relatados anteriormente por LI et al. 102 A localização das



51

nanopartículas na estrutura dos nanocompósitos formados é um ponto discordante 
na literatura, alguns autores afirmam que as Nps são estabilizadas no interior das 
macromoléculas, especificamente nos grupos animas terciárias, enquanto outros 
afirmam que as Nps se coordenam as aminas primarias do dendrímeros, a parte 
mais reativa da macromolécula.

Levando em consideração que o diâmetro ideal da esfera de dendrímero 
PAMAM-G3 é de 3,6 nm 88, no entanto, a análise das imagens mostra que os 
tamanhos médios das AgDENs chegam a ser mais de 2 vezes maior que o diâmetro 
hidrodinâmico do dendrímero, não é esperado que o núcleo do dendrímero seja 
maior que seu diâmetro hidrodinâmico 1S1. O que sustenta a ideia que as AgNps se 
estabilizam tanto nos grupos mais reativos do dendrímero (aminas terminais), 
quanto nos grupos internos, conforme mostrado por FTIR-ATR (Figura 12). Também 
é pertinente mencionar que o presente estudo foi realizado com o dendrímero de 
geração 3, e estes possuem uma menor densidade de grupos terminais em 
comparação com os dendrímeros de gerações mais altas, consequentemente 
possuem uma forma mais aberta, o que permite a complexação de íons metálicos 
tanto na sua periferia quanto internamente 102
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FIGURA 10 - (a) E (b) IMAGENS DE MET DAS AgDEN (1:1), (c) E (d) IMAGENS DE MET DAS 
AgDEN (10:1), (e) E (f) IMAGENS DE MET DAS AgDEN (20:1).
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FONTE: O autor (2025).
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5.3 DIFRATOMETRIA DE RAIOS-X (DRX)

A natureza cristalina das nanopartículas foi confirmada pela análise de DRX, 
como mostrado na Figura 11.0 difratograma de DRX para ambos os sistemas exibiu 
picos em 20 = 38,14°, que representa o plano (111) da prata cúbica de face 
centrada. No entanto, os picos de difração são largos, o que indica tratar-se de 
estruturas bastante pequenas, confirmando a observação anterior. À medida que a 
concentração de prata diminuiu, não foi possível observar o pico utilizando o mesmo 
volume na preparação das amostras. A equação de Debye-Scherrer foi usada para 
se obter o tamanho médio do cristalito, dado por d= kÀ/p cos 0, em que, d é o 
tamanho médio dos domínios ordenados (cristalinos), que podem ser menores ou 
iguais ao tamanho do grão, K é  um fator de forma adimensional, com um valor 
próximo à unidade. O fator de forma tem um valor típico de cerca de 0,95, mas varia 
com a forma real do cristalito; A é o  comprimento de onda dos raios X, p é a largura 
a meia altura do pico de intensidade máxima (FWHM) e 0 é o  ângulo de Bragg 152. O 
tamanho médio das AgNps foi estimado para o sistema 20:1, e é de 
aproximadamente 3,5 nm.

FIGURA 11 -  PADRÕES DE DIFRAÇÃO DE RAIOS-X DAS NANOPARTÍCULAS ESTABILIZADAS 
POR DENDRÍMERO NAS PROPORÇÕES 1:1, 10:1 E 20:1.

AgDEN (1:1) 
AgDEN (10:1)

“ i------------------------ 1------------------------ 1------------------------ 1------ 1— 1— “ * 1

30 35 40 45 50
20 (graus)

FONTE: O autor (2025).
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5.4ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE 
FOURIER MODO DE REFLEXÃO TOTAL ATENUADA (FTIR-ATR)

A análise FTIR-ATR foi realizada para entender e monitorar a coordenação 
de íons metálicos com PAMAM-G3. Além disso, a presença de vários grupos 
funcionais na superfície das nanopartículas sintetizadas foi confirmada 87153. Os 
espectros de PAMAM-G3, AgDENs antes e depois da fotorredução são ilustrados 
nas Figuras 12a e 12b. O espectro do PAMAM-G3 revela bandas características, 
amplamente descritas na literatura 8 6 , 100 , 151 , 1 5 3 -1 5 9  bandas em 3270 cm-1 e 3078 
cm'1 estão associadas ao estiramento simétrico e assimétrico de N-H em aminas 
primárias, enquanto as bandas em 2936 cm'1 e 2840 cm'1 são atribuídas às 
vibrações de estiramento assimétrico e simétrico de CH2, respectivamente
86,100,151,153-159

A banda de absorção em 1634 cm-1 é atribuída às vibrações de estiramento 
C=0 (amida I), enquanto a banda centrada em 1555 cm-1 é atribuída às vibrações de 
estiramento C-N / vibração N-H (amida II) 100 159-161. Esta última banda corresponde 
à amida dos ramos do dendrímeros, servindo como a principal característica da 
conformação do ramo 159. Vibrações de estiramento de C-N pode ser observado em 
1325 cm'1 e 1467 cm'1 86, e finalmente, o modo de deformação angular do CH2 pode 
ser observado em 1436 cm'1 1S1.

A análise dos espectros antes da redução mostra que as bandas 
originalmente presentes no PAMAM-G3 exibem uma redução significativa na 
intensidade e desaparecem do espectro (Figura 12a). Os dendrímeros PAMAM têm 
uma alta disponibilidade de grupos funcionais que podem participar de reações com 
íons Ag+ 140 Portanto, essa observação foi atribuída à coordenação de íons Ag+ com 
os grupos disponíveis dentro da estrutura do dendrímero. A literatura relata que 
inicialmente os íons Ag+ coordenam-se com as aminas primárias externas presentes 
na estrutura do dendrímero e, após a redução, penetram no interior da 
macromolécula 102162.

Os espectros FTIR-ATR de soluções de nanopartículas de prata 
estabilizadas por dendrímero (Figura 12b) são ligeiramente diferentes quando 
comparados a soluções de dendrímero puro. Para ambos os sistemas estudados, 
houve uma mudança nas bandas atribuídas à amida I e estiramento C-N após a 
redução. Nenhuma mudança significativa foi observada nas bandas restantes após a 
redução. Essas alterações sugerem o envolvimento do grupo amida na interação 
com nanopartículas de prata, conforme relatado por outros autores S6,87,151,163-165_
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FIGURA 12 -  ESPECTROS DE TRANSFORMADA DE FOURIER NO INFRAVERMELHO, MODO DE 
REFLETÂNCIA TOTAL ATENUADA (FTIR-ATR): (a) PAMAM-G3 E AgDENs ANTES DA REDUÇÃO, 
E (b) PAMAM-G3 E AgDENs APÓS A REDUÇÃO.

Número de Onda (cm'1) Número de Onda (cm'1)

FONTE: O autor (2025).

5.5 CARACTERIZAÇÕES ELETROQUÍMICAS

5.5.1 Modificação do eletrodo de ouro

Depois de estabelecer a estrutura das nanopartículas, a voltametria cíclica 
foi realizada em tampão PBS pH 7,1 para investigar o comportamento eletroquímico 
das AgDENs sobre a superfície de ouro, visando uma futura aplicação 
eletroanalítica. A modificação do eletrodo de ouro foi realizada de acordo com o 
procedimento descrito na seção 4.1.2. O eletrodo modificado foi submetido a 150 
ciclos consecutivos a velocidade de varredura de 10 mV s 1, em um intervalo de 
potencial entre -0.1 V a +0.25 V, a fim de se observar a sua estabilidade 
eletroquímica (Figuras 13, 14 e 15). Em ambos os sistemas, observa-se um único 
par de picos redox, indicando um processo eletroquímico característico e bem 
definido. O pico de oxidação, localizado em 0,15 V, é atribuído à formação de cloreto 
de prata (AgCI) a partir da prata metálica, enquanto o pico de redução, observado 
em 0,04 V, corresponde à redução do AgCI de volta à forma metálica 97166167.

Para ambos os sistemas é observado uma gradativa diminuição das 
correntes do par redox ao longo dos ciclos, demonstrando que há uma certa 
instabilidade do filme formado, fator fundamentalmente importante, uma vez que 
pode comprometer o sucesso da aplicação do material na construção de 
biossensores eletroquímicos168.
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FIGURA 13 -  (a) VOLTAMOGRAMAS CÍCLICOS DO ELETRODO DE OURO MODIFICADO COM 
AgDEN (1:1) UTILIZANDO A VELOCIDADE DE VARREDURADE 10 m Vs'1 EM UM INTERVALO DE 
POTENCIAL DE -0,1 V A +0,25 V (TAMPÃO PBS pH 7, 0,1 mol L 1), (b) RELAÇÃO ENTRE AS 
INTENSIDADES DAS CORRENTES ANODÍCAS E CATÓDICAS E O NÚMERO DE CICLOS 
VOLTAMÉTRICOS.

E / V vs Ag / AgCI

Número de ciclos

FONTE: O autor (2025).
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FIGURA 14 -(a) VOLTAMOGRAMAS CÍCLICOS DO ELETRODO DE OURO MODIFICADO COM 
AgDEN(10:1) UTILIZANDO A VELOCIDADE DE VARREDURA DE 10 mV s 1 EM UM INTERVALO 
DE POTENCIAL DE -0,1 V A +0,25 V (TAMPÃO PBS pH 7, 0,1 mol L 1), (b) RELAÇÃO ENTRE AS 
INTENSIDADES DAS CORRENTES ANODÍCAS E CATÓDICAS E O NÚMERO DE CICLOS 
VOLTAMÉTRICOS.

Número de ciclos

FONTE: O autor (2025).
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FIGURA 15 -(a) VOLTAMOGRAMAS CÍCLICOS DO ELETRODO DE OURO MODIFICADO COM 
AgDEN(20:1) UTILIZANDO A VELOCIDADE DE VARREDURA DE 10 mV s 1 EM UM INTERVALO 
DE POTENCIAL DE -0,1 V A +0,25 V (TAMPÃO PBS pH 7, 0,1 mol L 1), (b) RELAÇÃO ENTRE AS 
INTENSIDADES DAS CORRENTES ANODÍCAS E CATÓDICAS E O NÚMERO DE CICLOS 
VOLTAMÉTRICOS.

Número de ciclos

FONTE: O autor (2025).
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A análise dos voltamogramas revelou que, apesar da presença de um par 
redox bem definido associado ao sistema Ag/AgCI, as correntes de pico diminuem 
gradativamente ao longo dos 150 ciclos, indicando uma perda progressiva da 
atividade eletroquímica. Esse comportamento sugere que o filme de nanopartículas 
de prata estabilizadas por dendrímeros (AgDENs) sofre degradação ao longo dos 
ciclos de varredura, possivelmente em decorrência de processos de lixiviação. Tal 
limitação é particularmente relevante no desenvolvimento de sensores 
eletroquímicos, nos quais a estabilidade ao longo dos ciclos é fundamental para 
assegurar respostas analíticas reprodutíveis e confiáveis. Portanto, torna-se 
evidente a necessidade de estratégias que promovam maior adesão e integridade 
do filme, a fim de viabilizar aplicações práticas.

5.5.2 Modificação do eletrodo de ouro com cisteamina e com as nanopartículas de 
prata estabilizadas por dendrímero PAMAM-G3

Com o objetivo de aprimorar a estabilidade do filme, foi explorado o método 
LbL sobre a superfície de ouro, conforme o procedimento descrito na seção 4.5.2. A 
análise dos resultados (Figuras 16, 17 e 18) revela que, para ambos os sistemas, há 
dois processos de oxidação centrados em 0,15 V e 0,17 V (pico I e pico II, 
respectivamente), além de um único processo de redução a 0,01 V. O pico em 0,15V 
é atribuído às nanopartículas de prata que estão mais internamente estabilizadas na 
estrutura do PAMAM-G3, enquanto o pico em 0,17 V pode ser relacionado às 
nanopartículas de prata localizadas na parte externa da estrutura do dendrímero. 
Isso corrobora a ideia de que a prata se liga às aminas primárias e terciárias do 
PAMAM-G3. A análise das correntes de oxidação e redução em função do número 
de ciclos para os sistemas mostra que, após aproximadamente o 70° ciclo 
voltamétrico, observa-se estabilidade nas correntes de oxidação e redução para 
ambos os sistemas estudados (Figuras 16b, 17b e 18b).
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FIGURA 16 -  (a) VOLTAMOGRAMAS CÍCLICOS DO ELETRODO DE OURO MODIFICADO COM 
CIS-SAM e AgDEN (1:1) UTILIZANDO A VELOCIDADE DE VARREDURA DE 10 mV s 1 EM UM 
INTERVALO DE POTENCIAL DE -0,1 V A +0,25 V (TAMPÃO PBS pH 7, 0,1 mol L 1), (b) RELAÇÃO 
ENTRE AS INTENSIDADE DAS CORRENTES ANODÍCAS E CATÓDICAS E O NÚMERO DE 
CICLOS VOLTAMÉTRICOS.

-0,10 -0,05 0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25
E / V vs Ag / AgCI

Número de ciclos

FONTE: O autor (2025).
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FIGURA 17 -  (a) VOLTAMOGRAMAS CÍCLICOS DO ELETRODO DE OURO MODIFICADO COM 
CIS-SAM e AgDEN (10:1) UTILIZANDO A VELOCIDADE DE VARREDURA DE 10 mV s 1 EM UM 
INTERVALO DE POTENCIAL DE -0,1 V A +0,25 V (TAMPÃO PBS pH 7, 0,1 mol L 1), (b) RELAÇÃO 
ENTRE AS INTENSIDADE DAS CORRENTES ANODÍCAS E CATÓDICAS E O NÚMERO DE 
CICLOS VOLTAMÉTRICOS.

E / V vs Ag / AgCI

Número de ciclos

FONTE: O autor (2025).



62

FIGURA 18 —  (a) VOLTAMOGRAMAS CÍCLICOS DO ELETRODO DE OURO MODIFICADO COM 
CIS-SAM e AgDEN (20:1) UTILIZANDO A VELOCIDADE DE VARREDURA DE 10 mV s 1 EM UM 
INTERVALO DE POTENCIAL DE -0,1 V A +0,25 V (TAMPÃO PBS pH 7, 0,1 mol L 1), (b) RELAÇÃO 
ENTRE AS INTENSIDADE DAS CORRENTES ANODÍCAS E CATÓDICAS E O NÚMERO DE 
CICLOS VOLTAMÉTRICOS.

E /V  vsAg/AgCI

Número de ciclos

FONTE: O autor (2025).

As plataformas formadas pelo método LbL apresentam limitações 
significativas para o desenvolvimento de biossensores eletroquímicos. Apesar de 
uma estabilização observada nas correntes de oxidação e redução após 
aproximadamente 70 ciclos voltamétricos, a baixa intensidade da corrente redox 
gerada compromete a sensibilidade do sistema. Isso dificulta substancialmente a 
detecção de analitos em baixas concentrações, particularmente em amostras 
complexas e reais.
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5.6 USO DA TÉCNICA DE SPR PARA MONITORAMENTO IN SITU DA 

INTERAÇÃO DE PAMAM-G3 E DOS NANOMATERIAIS COM SUPERFÍCIES 

DE OURO

Sensorgramas (A0spr vs tempo) foram obtidos (Figura 19) para os 
processos de interação envolvendo diferentes razões molares de AgDENs (1:1, 10:1 
e 20:1), dendrímero PAMAM-G3 (DEN) e nanopartículas de prata estabilizadas por 
citrato (AgCIT). A inclusão do sistema AgCIT foi fundamental para servir como 
controle comparativo, permitindo avaliar de forma precisa o papel do dendrímero na 
afinidade e na cinética de ligação do nanocompósito com a superfície do sensor 
SPR.

FIGURA 19 -  SENSORGRAMAS OBTIDOS EM TEMPO REAL MOSTRAM A INTERAÇÃO ENTRE 
DIFERENTES MATERIAIS E O CHIP SENSOR SPR, APRESENTANDO SUAS FASES TÍPICAS: A 
LINHA DE BASE OBTIDA COM H2O, A FASE DE LIGAÇÃO DOS DIFERENTES MATERIAIS, A 
FASE ESTACIONÁRIA E A FASE DE LAVAGEM. A CURVA EM PRETO CORRESPONDE AO 
PAMAM-G3, A CURVA EM VERMELHO CORRESPONDE AO NANOCOMPÓSITO NA 
PROPORÇÃO 1:1, A CURVA EM AZUL PARA UMA PROPORÇÃO 10:1 E A CURVA EM VERDE 
PARA UMA PROPORÇÃO 20:1. A CURVA EM ROXO CORRESPONDE ÀS NANOPARTÍCULAS DE 
PRATA ESTABILIZADAS COM CITRATO (AgCIT).

t ---------1---------1---------r
0,4 0,6 0,8 1,0
Tempo/ horas
FONTE: O autor (2025).
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Para o dendrímero PAMAM-G3 e para as AgDENs, mesmo após a etapa de 
lavagem, observa-se apenas uma leve diminuição nas variações do ângulo de 
ressonância (A0s p r ). Por outro lado, observa-se que para as nanopartículas de prata 
protegidas por citrato (AgCIT), há uma diminuição significativa em AdspR/m°, caindo 
abaixo da linha de base pré-estabelecida. Isso demonstra que não houve interação 
significativa entre a superfície de Au e AgCIT. A maior estabilidade observada para 
PAMAM-G3 e AgDENs pode ser explicada por dois fatores, como demonstrado por 
Tokuhisa et al. 169. Primeiro, a grande área de superfície de PAMAM-G3 e seu 
exterior denso resultam em uma forte interação de van der Waals com a superfície 
de Au 169. Segundo, o grande número de grupos amina em PAMAM-G3 adsorve 
quimicamente na superfície de Au e, analogamente à química de metais 
coordenados a ligantes polidentados, estabiliza a interação amina/Au 169

Para obter maior estabilidade química e mecânica para a ligação do 
biorreceptor no sensor, um sistema camada sobre camada LbL, também foi 
explorado. O uso de monocamadas automontadas (SAMs) é uma das estratégias 
mais amplamente empregadas na construção de biossensores SPR, como 
mencionado anteriormente. Cisteamina (CIS), um alcanotiol de cadeia curta de baixo 
custo, foi usado para modificar o sensor SPR. Sua estrutura contém um grupo tiol (- 
SH) em uma extremidade, que forma ligações ouro-tiol, e um grupo funcional amino- 
terminal (-NH2) na outra 170.

A estratégia adotada para imobilizar AgDENs no sensor SPR modificado 
com CIS-SAM, e a imobilização de diferentes biomoléculas nas plataformas 
construídas, envolveu o uso de glutaraldeído como agente de reticulação. O 
glutaraldeído (GLU) é um reagente bifuncional comumente usado para imobilizar 
biomoléculas em superfícies metálicas. Ele possui grupos aldeído altamente 
reativos, permitindo que ele interaja com diferentes proteínas por meio de grupos £- 
amino e N-terminal de lisina, embora possa ocasionalmente reagir com outros 
grupos, como tiol, fenol e imidazol171-173

Para melhor compreensão, os processos de imobilização e ativação são 
representados esquematicamente na Figura 20. A imobilização de AgDENs no 
sensor SPR não modificado (Rota 1, Figura 20) e no sensor modificado com CIS- 
SAM (Rota 2, Figura 20) foi avaliada em tempo real.
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FIGURA 20 -  REPRESENTAÇÃO ESQUEMATICA DAS DIFERENTES ETAPAS DA MODIFICAÇÃO 
DO SENSOR SPR.

FONTE: O autor (2025).

Para comparar o processo de ligação para as diferentes rotas, foram 
incluídos Sensorgramas (AQs p r  vs. tempo) e curvas de reflectância SPR (Figura 21), 
ilustrando a interação de AgDENs diretamente na superfície do ouro (Au/AgDENs) e 
sua interação na superfície do ouro previamente modificada com CIS-SAM 
(Au/CIS/AgDENs). Os experimentos de SPR revelaram que as mudanças mais 
significativas na AQs p r  ocorreram quando AgDENs foram imobilizados diretamente 
na superfície de Au.

Foi observado que o processo de interação entre AgDENs e CIS-SAM foi 
menos favorecido. Isso é evidente ao observar a largura a meia altura da curva de 
refletância, o uso de CIS-SAM levou a um aumento nessa largura. Além disso, com 
exceção do sistema 10:1, houve um aumento no valor mínimo da curva de 
reflectância SPR (aumento na porcentagem de luz refletida), para os outros sistemas 
estudados. Este efeito é provavelmente causado pelo aumento da distância entre 
AgNPs e a superfície planar de Au após a formação da camada intermediária CIS- 
SAM. Esses resultados sugerem um efeito plasmônico ligeiramente mais 
pronunciado para a ligação direta de AgDENs à superfície de Au.
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FIGURA 21 -  CURVAS DE SPR (SENSORGRAMA) E CURVAS DE REFLETÂNCIA DE SPR 
ILUSTRANDO A COMPARAÇÃO DAS AgDENs DIRETAMENTE IMOBILIZADA SOBRE A 
SUPERFÍCIE DE Au E IMOBILIZADA SOBRE A SUPERFÍCIE DE Au MODIFICADA COM CIS-SAM, 
(a) e (b) PAMAM-G3, (c) e (d) AgDEN (1:1), (e) e (f) AgDEN (10:1), (g) e (h) AgDEN (20:1).
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FONTE: O autor (2025).
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5.7 IMOBILIZAÇÃO DA PROTEÍNA CHIP NAS PLATAFORMAS PARA O
DESENVOLVIMENTO DE BIOSSENSORES

No projeto de biossensores, a imobilização de biomoléculas, também 
conhecidas como biorreceptores, é uma etapa fundamental. Esta fase é crucial para 
conferir e determinar a seletividade e sensibilidade do biossensor. A eficiência das 
plataformas desenvolvidas em termos de capacidade de ancoragem para diferentes 
biomoléculas foi avaliada por meio de testes usando proteínas com propriedades 
físico-químicas distintas, cada uma com funções biológicas importantes e 
conhecidas, como as proteínas CHIP, Hsc70 e CALB L. Por meio de uma análise 
precisa dos processos de ligação envolvendo cada proteína nas plataformas 
propostas, foi possível inferir a versatilidade e eficiência do material proposto 
(AgDENs) na construção de biossensores.

Inicialmente, examinamos a ligação da proteína CHIP no chip sensor SPR 
previamente funcionalizado e não funcionalizado com CIS-SAM, como uma prova de 
conceito (Figura 22).

A proteína CHIP é composta principalmente por dois domínios: u m é o  domínio 
TPR amino-terminal, responsável pela ligação com Hsp70 para cumprir seu papel 
como chaperona molecular; o outro é o domínio U-box carboxil-terminal, que 
desempenha principalmente um papel na atividade da ubiquitina ligase E3 174 Esses 
domínios conferem ao CHIP um papel crucial no equilíbrio do conteúdo proteico 174 
Adicionalmente, a CHIP é um participante essencial em vários processos celulares 
fundamentais relacionados à patogênese de doenças neurológicas, incluindo 
hemorragia intracerebral, acidente vascular cerebral isquêmico, doença de 
Alzheimer, doença de Parkinson e outras condições 175176. Entender o papel da 
proteína CHIP no desenvolvimento dessas doenças pode ser crucial para o 
desenvolvimento de novas terapias potenciais e biomarcadores para diagnóstico 177

O processo de imobilização da CHIP foi monitorado por SPR (Figura 22). A 
ligação covalente dessa proteína sobre as plataformas Au/AgDENs e 
Au/CIS/AgDENs foi avaliada, e os resultados indicam que a imobilização da CHIP 
em ambas as plataformas resultou em uma mudança significativa na resposta 
A0spR/m°. Mesmo após lavagens sucessivas com tampão PBS a pH 7,1, apenas uma 
ligeira diminuição em A0spR/m° é observada, demonstrando que a CHIP foi 
efetivamente imobilizada nas diferentes plataformas. Comparando as mudanças no 
ângulo de ressonância (0spr), observa-se que para AgDEN (1:1) e AgDEN (20:1), 
houve uma maior variação no ângulo de ressonância (A0spr) quando AgDENs foram 
ligados diretamente na superfície do ouro. Isso reflete a sensibilidade da plataforma 
proposta. Para AgDEN (10:1), nenhuma alteração significativa foi observada com e 
sem o uso de CIS-SAM. Isso confirma que a aplicação direta de AgDENs no sensor 
SPR é mais vantajosa, considerando a economia de tempo e reagente para a 
fabricação do biossensor.
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FIGURA 22 -OS SENSORGRAMAS MOSTRANDO A INTERAÇÃO ENTRE A PROTEÍNA CHIP E 
OS AGDENs, APRESENTANDO SUAS FASES TÍPICAS: A LINHA DE BASE OBTIDA COM 
TAMPÃO PBS EM pH 7,1, A FASE DE LIGAÇÃO DA PROTEÍNA CHIP, A FASE ESTACIONÁRIA E 
A FASE DE LAVAGEM COM TAMPÃO PBS EM pH 7,1. ANÁLISES OBTIDAS EM TEMPO REAL 
PARA OS SEGUINTES PROCESSO DE LIGAÇÃO: (a) PROTEÍNA CHIP E O AgDEN (1:1), (b) 
PROTEÍNA CHIP E O AgDEN (10:1), (c) PROTEÍNA CHIP E O AgDEN (20:1).

FONTE: O autor (2025).
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5.8 IMOBILIZAÇÃO DA PROTEÍNA Hsc70 E DA ENZIMA CALB L

Hsc70 é um membro constituinte da família de proteínas de choque térmico 
de 70 kDa, amplamente presente no sistema nervoso central adulto 178-180. Ela 
desempenha papéis cruciais que incluem uma variedade de processos fisiológicos, 
como metabolismo de ATP e auxilia no dobramento e formação de domínios 
estruturais funcionais de proteínas clientes, endocitose e é um componente-chave 
da autofagia mediada por chaperonas, entre elas a HsC70, que pode remover 
componentes celulares danificados em células estressadas anoxicamente e 
restringir a neuroinflamação após acidente vascular cerebral 178-180 A Hsc70 
também participa de várias doenças não transmissíveis e algumas doenças 
infecciosas causadas por patógenos 91. Em geral, a presença de proteínas de 
choque térmico no sangue tem sido considerada um biomarcador de dano, estresse 
ou inflamação. Altos níveis celulares ou circulantes de Hsp70 foram relatados como 
prognósticos em vários tipos de câncer181.

Por sua vez, as reações catalisadas por enzimas surgiram como uma 
alternativa mais sustentável em comparação às reações catalisadas por reagentes 
químicos devido ao seu baixo consumo de energia e custos operacionais reduzidos
182. Uma técnica eficaz para melhorar o desempenho catalítico enzimático e a 
reutilização é a imobilização de enzimas em suportes sólidos 183 Em particular, a 
lipase B de Candida antarctica (CALB L) é amplamente reconhecida em vários 
estudos científicos e aplicações industriais como um biocatalisador eficiente 183. 
CALB L é uma lipase típica e um membro da família de dobras a/p-hidrolase. Ela é 
incorporada em uma tríade catalítica conservada consistindo de serina (Ser105), 
aspartato (Asp187) e histidina (His224), que forma um sítio de ligação de substrato 
para reações biocatalíticas 182184.

De forma a caracterizar a versatilidade da plataforma desenvolvida, o 
processo de imobilização covalente de Hsc70 e CALB L sobre Au/AgDENs foi 
monitorado em tempo real por SPR, e as curvas de reflectância obtidas são 
mostradas na Figuras 23 e 24, respectivamente. Conforme mostrado nas Figuras 23 
e 24, a ligação entre as proteínas e a superfície de detecção (AgDENs) resultou em 
uma mudança óbvia no ângulo de ressonância SPR. Ambas as biomoléculas 
estudadas exibiram comportamento semelhante. Foi observado que o uso do 
sistema AgDEN (10:1) causou uma mudança maior no ângulo de ressonância SPR 
em comparação com outras proporções, refletindo a sensibilidade do biossensor 
SPR 185 Foi também que o valor mínimo de reflectância diminuiu após a 
imobilização de biomoléculas em ambos os sistemas, indicando acoplamento 
máximo da luz incidente com a onda plasmônica de superfície 185
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FIGURA 23 -  CURVAS DE REFLECTÂNCIA SPR OBTIDAS EM TEMPO REAL. A FIGURA MOSTRA 
A DIFERENÇA ENTRE AS CURVAS DE REFLECTÂNCIA ANTES E DEPOIS DA IMOBILIZAÇÃO DA 
PROTEÍNA Hsc70 SOBRE SUPERFÍCIE DE OURO PREVIAMENTE FUNCIONALIZADA COM: (a) 
AgDEN (1:1), (b) AgDEN (10:1) E (c) AgDEN (20:1).
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FIGURA 24 -  CURVAS DE REFLECTÂNCIA SPR OBTIDAS EM TEMPO REAL. A FIGURA MOSTRA 
A DIFERENÇA ENTRE AS CURVAS DE REFLECTÂNCIA ANTES E DEPOIS DA IMOBILIZAÇÃO 
DO CALB: (a) AgDEN (1:1), (b) AgDEN (10:1) E (c) AgDEN (20:1).
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O estudo destacou a aplicação sensível da técnica SPR para investigar 
interações em tempo real de nanocompósitos com CIS-SAM e com o sensor, bem 
como a interação de diferentes proteínas com nanocompósitos preparados. A 
análise comparativa revela melhor estabilidade dos AgDENs, atribuída à interação 
de van der Waals e adsorção química. A comparação entre o uso do sistema LbL 
sugere uma preferência pela imobilização direta de AgDENs no sensor SPR. Testes 
com diferentes biomoléculas, como CHIP, Hsc70 e CALB L, demonstram a 
versatilidade e eficiência do material proposto em biossensores SPR.
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5.9 APLICAÇÃO DA PLATAFORMA PROPOSTA PARA CONSTRUÇÃO DE UM 
IMUNOSSENSOR PARA DETECÇÃO DE ANTICORPOS CONTRA 
LEISHMANIA INFANTUM

O uso de nanopartículas de prata estabilizadas por dendrímero como plataformas 
para construção de um imunossensor foi explorado usando a proteína recombinante 
(proteína C1) do protozoário Leishmania Infantum. A Figura 25a mostra a análise de 
SPR obtida durante a ativação dos grupos amino-terminais do dendrímero pela 
adição de 1% (m/v) de glutaraldeído e durante a imobilização da proteína C1 (200 pg 
mL'1 = 4,9 pmol L'1) em Au/AgDEN (10:1), observa-se uma variação significativa no 
valor de 0 s p r  após as etapas de ativação e imobilização.

A variação no valor do ângulo de ressonância {AQs p r ) observado após a adição 
de glutaraldeído indica a interação do agente reticulante com os grupos amino- 
terminais presentes nos dendrímeros, gerando grupos reativos na superfície. Esses 
grupos atuam como sítios de ancoragem para a imobilização covalente da proteína 
C1, o que é confirmado por um novo incremento em AQs p r  após a introdução da 
proteína. A estabilidade na AQs p r  mesmo após sucessivas lavagens com tampão 
PBS evidencia a imobilização eficiente da proteína C1 por meio de ligações 
covalentes mediada pelo glutaraldeído. Essa imobilização eficiente da biomolécula 
na interface funcionalizada é fundamental para a construção de biossensores 
estáveis, garantindo desempenho consistente durante a etapa de detecção.

O biossensor SPR proposto baseado na proteína C1/AgDEN foi aplicado para 
detectar anticorpos contra Leishmania infantum em amostras de soro canino de 
grupos positivo e negativo para Leishmaniose Visceral. A Figura 25b mostra a etapa 
de associação obtida pela adição de soros caninos positivos e negativos, seguida 
pela etapa de dissociação. Como pode ser visto, há um valor efetivo de AQs p r  muito 
maior quando a amostra positiva é adicionada (Figura 25c), o que demonstra 
excelente seletividade do imunossensor SPR proposto.

A clara distinção entre os sinais gerados por soros positivos e negativos reflete a 
alta especificidade da interação biomolecular promovida pela proteína C1 
imobilizada. Essa especificidade, aliada à eficiência da superfície funcionalizada com 
AgDENs, garante um reconhecimento seletivo mesmo em matrizes complexas como 
o soro. Dessa forma, o biossensor apresenta desempenho analítico promissor, 
reunindo sensibilidade, seletividade e estabilidade, características essenciais para 
aplicações diagnosticas em contextos clínicos e de vigilância epidemiológica.
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FIGURA 25 -  (a) SENSORGRAMA ILUSTRANDO A ATIVAÇÃO DOS GRUPOS AMINO-TERMINAIS 
DO DENDRÍMERO PELA ADIÇÃO DE 1% (m/v) DE GLUTARALDEÍDO EM PBS (pH 7,4) E A 
IMOBILIZAÇÃO DA PROTEÍNA C1 RECOMBINANTE DE LEISHMANIA INFANTUM (200 pg m L1 = 
4,90 pmoL L 1 DISSOLVIDA EM TAMPÃO PBS EM pH 7,4) SOBRE AgDEN PREVIAMENTE 
ATIVADO (10:1). (b) ANÁLISE DE SPR OBTIDA EM TEMPO REAL MOSTRANDO AS ETAPAS DE 
ASSOCIAÇÃO E DISSOCIAÇÃO PARA A ADIÇÃO DE SOROS CANINOS POSITIVOS E 
NEGATIVOS PARA A LEISHMANIOSE VISCERAL, AMBOS DILUÍDOS 40 VEZES EM TAMPÃO 
PBS A PH 7. (c) VALOR EFETIVO DE A6s p r  OBTIDO PARA AS RESPOSTAS COM SOROS 
CANINOS POSITIVOS E NEGATIVOS (N = 3).

Tempo/ minutos

FONTE: O autor (2025).
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6 CONCLUSÃO

Neste estudo, destacamos o imenso potencial das nanopartículas de prata 
estabilizadas por dendrímero para a proposta de biossensores de SPR. A 
caracterização estrutural e morfológica revelou que os AgNPs são estabilizados 
tanto na periferia quanto internamente no PAMAM-G3. A análise FTIR-ATR antes da 
redução mostrou que a prata se liga a todos os grupos presentes no dendrímero e, 
após a redução, houve uma mudança nas bandas atribuídas ao estiramento da 
amida I e CN, essas mudanças sugerem o envolvimento do grupo amida na 
interação com as nanopartículas de prata. A análise UV-VIS revelou bandas 
características tanto do dendrímero quanto das nanopartículas de prata, e foi 
demonstrado que a intensidade da banda a 410 nm depende da concentração de 
prata usada na síntese. Além disso, foi confirmado que a radiação não altera a 
estrutura do dendrímero. A partir de imagens TEM de AgDENs, foi observado que as 
nanopartículas exibem predominantemente uma forma esférica, com diâmetros 
variando de 3,7 a 17,7 nm. O uso de AgDENs provou ser uma estratégia altamente 
atrativa para o desenvolvimento de biossensores SPR, principalmente devido à sua 
alta área de superfície e excelente estabilidade química. O filme formado exibiu 
capacidade de ancoragem excepcional para diferentes biomoléculas estudadas. 
Houve um aumento significativo na sensibilidade da plataforma proposta, 
provavelmente devido à interação entre nanopartículas de prata (AgNPs) e a onda 
plasmônica de superfície na superfície planar de ouro. Para demonstrar uma 
aplicação específica, a plataforma proposta foi explorada com sucesso na 
construção de um imunossensor para a detecção de anticorpos contra Leishmania 
infantum, obtendo excelente seletividade para discriminar amostras de soro canino 
dos grupos positivo e negativo para Leishmaniose Visceral. Esses resultados abrem 
novas possibilidades para aumentar a eficiência dos biossensores para uma 
variedade de aplicações analíticas e de detecção de biomoléculas.



75

Explorando filmes bidimensionais de 
M0S2 em biossensores de SPR para 

diagnóstico sorológico da dengue
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7 MoS2 b id im e n s io n a l  c o m o  u m a  p l a t a f o r m a  a v a n ç a d a  d e

DETECÇÃO POR SPR PARA DIAGNÓSTICO SOROLÓGICO DA DENGUE.

7.1 MOTIVAÇÃO PARA REALIZAÇÃO DESTE ESTUDO

O dissulfeto de molibdênio (MoS2) surge como uma alternativa inovadora e 
simplificada para o desenvolvimento de biossensores SPR. Esse material 
bidimensional, com alta área superficial e forte afinidade por biomoléculas, permite a 
formação de um filme estável sobre a superfície de ouro do sensor SPR, viabilizando 
a imobilização direta de proteínas por meio de interações hidrofóbicas. Esse 
processo elimina a necessidade de reagentes complexos, tornando a 
biofuncionalização mais eficiente.

Este estudo apresenta uma abordagem direta para a imobilização do domínio 
III da proteína do envelope do vírus da dengue tipo 1 (EDIII-DENV-1) em um filme 
fino de MoS2, explorando interações hidrofóbicas com a superfície basal das 
nanofolhas desse material. A modificação do sensor SPR com MoS2 cria um 
ambiente favorável à imobilização de biomoléculas, simplificando o processo e 
dispensando etapas complexas ou reagentes adicionais frequentemente utilizados 
em métodos convencionais. Essa estratégia otimiza o controle sobre a interação 
proteína-superfície, tornando a funcionalização mais reprodutível e eficiente.

O biossensor SPR baseado no filme fino de MoS2 demonstrou excelente 
desempenho, diferenciando com precisão 10 amostras de soro humano positivo 
para dengue de 10 amostras negativas. Esses resultados destacam a plataforma 
como uma solução promissora para diagnósticos rápidos, precisos e confiáveis.
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7.2 MATERIAIS E REAGENTES

(NH4)6Mo70 24-4H20, solução de (NH4)2S a 20% adquirida da Vetec (Duque de 
Caxias, RJ, Brasil), H2S04 98% da Anidrol (Diadema, SP, Brasil), acetonitrila grau de 
gradiente para cromatografia líquida 99,9% LiChrosolv da Merck (Darmstadt, 
Alemanha) e tolueno 99% adquirido da Neon (Suzano, SP, Brasil) foram utilizados 
sem purificações adicionais. A IgM monoclonal humanizada anti-vírus da dengue E 
(pan-específica) na concentração de 1,5 mg/mL foi adquirida da BIONC. Todas as 
soluções foram preparadas utilizando água ultrapura. A solução tampão PBS (0,1 
mol L"1, pH 7,1) foi preparada pela adição equimolar de KH2P04 0,1 mol L"1, 
Na2HP04 adquirido da Synth (Diadema, SP, Brasil) e KCI da Dinâmica (Indaiatuba, 
SP, Brasil), e o pH foi ajustado com KOH da Dinâmica (Indaiatuba, SP, Brasil). A 
água deionizada utilizada na preparação das soluções foi previamente purificada em 
um sistema Milli-Q.

7.3 SÍNTESE DA PROTEÍNA

Um gene sintético otimizado para códons, codificando o Domínio III da Proteína 
do Envelope do Vírus da dengue tipo 1 (EDIII-DENV-1), foi clonado no vetor 
pET28a, permitindo a expressão da proteína EDIII do vírus da dengue sorotipo 1 
(EDIII-DENV-1) com um marcador 6-histidina (6xHis) na extremidade N-terminal, 
utilizando Escherichia coli BL21(ÂDE3) como hospedeira. A proteína EDIII-DENV-1 
foi purificada por cromatografia de afinidade em Ni-NTA, com breves modificações 
conforme descrito anteriormente 186

A proteína CHIP foi sintetizada pelo grupo do Professor Carlos H.l. Ramos 
(Instituto de Química, Universidade Estadual de Campinas, Campinas, Brasil) 129, e 
diluições foram feitas utilizando tampão PBS a pH 7,1. A concentração utilizada para 
a proteína CHIP foi de 1 mg mL_1.

7.4 AMOSTRAS DE SORO HUMANO

As amostras de soro humano foram coletadas na Universidade Federal do 
Paraná, em Matinhos. Os casos positivos de dengue foram confirmados pela 
detecção sorológica do anticorpo IgM via ensaio ELISA (Abbott e Euroimmun). As 
amostras negativas foram obtidas de indivíduos que relataram não ter tido infecção 
prévia pelo vírus da dengue. O Comitê de Ética em Pesquisa da UFPR (CONEP, 
CAAE 66856122.5.0000.0102) aprovou este estudo. O consentimento informado foi 
obtido de todos os participantes. Todos os métodos foram realizados de acordo com 
as diretrizes e regulamentações pertinentes.
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7.5 SÍNTESE E EXFOLIAÇÃO DE MoS2

O MoS2 foi sintetizado quimicamente de acordo com um método descrito pelo 
Grupo de Química de Materiais da UFPR 187. Em um balão de fundo redondo de 50 
mL'1, foram adicionados 10 mL'1 de molibdato de amônio (1,0 mmol L-1) e 0,5 mL'1 
de H2S04 (1,0 mol L-1), e o sistema foi agitado a 1500 rpm por 2 horas. Em seguida, 
foram adicionados 10 mL'1 de (NH4) 2S (0,1 mol L-1), e a agitação foi aumentada 
para 2500 rpm por 3 horas. O sistema foi centrifugado por 20 minutos a 4000 rpm, e 
o sobrenadante foi substituído por água ultrapura para lavar o sólido (esse 
procedimento foi repetido 3 vezes).

O sólido foi transferido para um cadinho de porcelana dentro de um tubo de 
quartzo, posicionado em um forno tubular (EDG). O sistema foi purgado com Ar por 
30 minutos a 300 mL'1 min-1. Após esse período, o fluxo de gás foi reduzido para 75 
mL'1 min-1, e a temperatura do forno foi elevada até 800 °C, sendo mantida por 
1hora antes de ser desligado e resfriado até a temperatura ambiente.

Para a exfoliação, 1,4 mg de MoS2 foram adicionados a um balão de fundo 
redondo de 50 mL'1 contendo 6 mL'1 de acetonitrila e sonicados por 6 horas em 
banho de gelo. Posteriormente, a dispersão foi centrifugada a 3000 rpm por 
5minutos. O sobrenadante foi separado do precipitado e utilizado na modificação do 
sensor SPR.

7.6 CARACTERIZAÇÃO DOS MATERIAIS

As medidas de Ressonância Plasmônica de Superfície (SPR) foram 
realizadas utilizando o equipamento Autolab Springle (Eco Chemie, Dinamarca) para 
monitorar interações biomoleculares em tempo real. O sistema opera no modo de 
reflexão interna total atenuada (ATIR), empregando a configuração de Kretschmann.

Os sensores SPR modificados e não modificados com MoS2, na ausência e 
presença da proteína, foram analisados por espectroscopia Raman. Para isso, 
utilizou-se um equipamento WITec Alpha 300R com laser de 532 nm, lente objetiva 
50* e potência de 0,5 mW. Foram coletados cinco espectros por amostra em 
diferentes pontos, com 30 acumulações de 2 segundos cada.

A espessura dos filmes foi medida por Microscopia de Força Atômica (AFM) 
no modo dinâmico (SPM 9700 da Shimadzu). A espectroscopia de força Kelvin 
Probe (KPFM) foi realizada utilizando uma sonda de Si revestida com Pt/Ir da 
Nanoworld (GQM-UFPR).

As imagens de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) foram obtidas em 
um microscópio Tescan FEG-SEM, operando a 10 kV, com detector In Beam SE. As 
imagens de Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios-X (EDS) foram obtidas 
com um detector da Oxford Instruments acoplado ao microscópio (GQM-UFPR) .
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7.7 CONSTRUÇÃO DO IMUNOSSENSOR SPR

A construção do imunossensor SPR envolveu a modificação do sensor SPR e 
sua aplicação na detecção de anticorpos específicos. O sensor SPR consiste em um 
disco de vidro revestido com uma camada fina de ouro (~50 nm).

Uma fina camada de MoS2 foi depositada sobre o disco de ouro por Spin 
Coating. Para isso, 200 pL1 uma dispersão de MoS2 com concentração de 0,23 mg 
mL'1 foi aplicada sobre o disco giratório (5000 rpm) por 50 segundos. O sensor foi 
então seco sob fluxo de N2 puro. Após a deposição do MoS2, a proteína EDIII- 
DENV-1 foi imobilizada diretamente sobre a camada de MoS2. A funcionalização 
permitiu que a superfície do sensor reconhecesse especificamente os anticorpos- 
alvo. A imobilização foi monitorada por SPR e realizada por fisisorção mediada por 
interações hidrofóbicas com a superfície basal das nanofolhas de MoS218.

A superfície foi bloqueada com etanolamina 100 mmol L_1 para evitar ligações 
não específicas. O sensor foi então exposto a amostras de soro humano positivo e 
negativo para avaliar a resposta do imunossensor e sua capacidade de 
diferenciação.

7.8 APLICAÇÃO EM AMOSTRAS REAIS

Foram analisadas 10 amostras de soro humano positivo e 10 negativo. Antes 
da análise, todas as amostras foram diluídas em tampão PBS (pH 7) na proporção 
de 1:50 (v/v), garantindo condições padronizadas para a detecção.

Cada amostra foi injetada no equipamento SPR, permitindo o monitoramento 
em tempo real das interações biomoleculares. Após a exposição da amostra à 
superfície funcionalizada do sensor, um fluxo contínuo de tampão PBS (pH 7) foi 
aplicado para remover espécies não ligadas.
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7.9 RESULTADOS E DISCUSSÃO

7.9.1 CARACTERIZAÇÃO DO SENSOR SPR MODIFICADO COM MoS2 NA
AUSÊNCIA E PRESENÇA DE EDIII-DENV-1

A análise dos espectros Raman (Figura 26) revela que o substrato de ouro 
(Au) não modificado não apresenta bandas características relevantes (Figura 26a). 
Contudo, após a modificação com a dispersão de MoS2, na ausência da proteína 
EDIII-DENV-1 (Figura 26b), emergem duas bandas típicas do material localizadas 
em 379 cm-1 e 405 cm"1, correspondentes aos modos vibracionais E2g1 e Axg, 
respectivamente 188. Essas bandas indicam, respectivamente, a vibração dos 
átomos de molibdênio e enxofre no plano da camada (modo E2g1) e o estiramento 
dos átomos de enxofre perpendicular ao plano, com vibração em direções opostas 
(modo Aig), confirmando assim a deposição do MoS2 sobre o substrato de Au.

Após a modificação do substrato com MoS2 e a imobilização da EDIII-DENV-1 
(Figura 26c), surgem seis bandas características no espectro Raman. Para melhor 
visualização, a Figura 27 apresenta o espectro correspondente do substrato 
modificado com MoS2 após a imobilização. As principais bandas estão localizadas 
em 855 cm"1 (estiramento simétrico de CNC), 921 cm"1 (estiramento de C-C), 1065 
cm"1 (estiramento de C-O), 1463 cm"1 (deformação de CH3) e 2900-2950 cm"1 
(estiramento de C-H) 189190. Além disso, as bandas em 3250 e 3400 cm"1 
correspondem à vibração de estiramento O-H das moléculas de água do tampão 
191192. Esses resultados confirmam a presença da EDIII-DENV-1 e sua interação 
com o MoS2.
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FIGURA 26 - ESPECTROS RAMAN (A = 532 nm) REGISTRADOS NA FAIXA DE 25 A 3800 cm '1 
PARA: (a) O SUBSTRATO DE Au NÃO MODIFICADO, (b) O SUBSTRATO DE Au MODIFICADO 
COM MoS2 E (c) O SUBSTRATO DE Au MODIFICADO COM MoS2 E EDIII-DENV-1 EM TAMPÃO 
PBS.
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FONTE: O autor (2025).
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FIGURA 27 - ESPECTROS RAMAN (A = 532 nm) REGISTRADOS NA FAIXA DE 25 A 3800 cm '1 
PARA O SUBSTRATO DE Au MODIFICADO COM MoS2 E EDIII-DENV-1 EM TAMPÃO PBS.
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FONTE: O autor (2025).

As imagens de MEV (Figura 28a-c) mostram a presença de formas que se 
assemelham a gotículas cobrindo o substrato MoS2/Au após a adição de EDIII- 
DENV-1, sendo formadas pela secagem do soluto utilizado para dispersar a proteína 
(PBS em KCI). A composição elementar detectada por EDS (Figura 28c, d) mostra a
presença de Mo e S, correspondendo à presença de MoS2, C e O ,  correspondendo
à presença da proteína, Au (substrato) e Na, Mg, P, K e  Ca, correspondendo ao 
soluto.



83

FIGURA 28- IMAGENS DE MEV EM DIFERENTES AMPLIAÇÕES DO MOS2 NA PRESENÇA DE 
EDIII-DENV-1 (a-b). MICROGOTÍCULAS DO SOLUTO PODEM SER VISTAS COBRINDO AS 
PEQUENAS FLOCOS DE MoS2 NAS IMAGENS DE MEV E NO ESPECTRO DE EDS (c-d).

2 jim 1 2 um

4

10 um Energy / keV

FONTE: O autor (2025).

Nas imagens de AFM do substrato de Au modificado com MoS2 na ausência 
de EDIII-DENV-1 (Figura 29a), pequenas flocos de MoS2 aderidos ao substrato de 
Au podem ser observados, com uma espessura média de 13 ± 4 nm (~18 camadas), 
conforme mostrado no histograma (Figura 29c). Após a adição de EDIII-DENV-1 ao 
MoS2/Au (Figura 29b), observa-se um aumento notável na espessura (145 ± 20 nm) 
(Figura 29d). Esse aumento é atribuído à formação de microgotículas do soluto seco 
ao redor dos flocos de MoS2, corroborando com as imagens de MEV (Figura 28).
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FIGURA 29 - AS IMAGENS DE AFM REVELAM A MORFOLOGIA DO MoS2 NA AUSÊNCIA (a) E NA 
PRESENÇA (b) DE EDIII-DENV-1 NO SUBSTRATO DE Au. OS RESPECTIVOS HISTOGRAMAS DE 
ESPESSURA (c-d) QUANTIFICAM A UNIFORMIDADE E DISTRIBUIÇÃO DO FILME, COM UMA 
REPRESENTAÇÃO 3D DAS AMOSTRAS. AS IMAGENS PÓS-IMOBILIZAÇÃO EXIBEM 
CLARAMENTE UM AUMENTO NA ESPESSURA DO FILME E NAS DIMENSÕES LATERAIS, 
INDICANDO UMA DEPOSIÇÃO BEM-SUCEDIDA.

0 10 20 30 40 50 60 0 100 200 300 400

Espessura (nm) Espessura (nm)

FONTE: O autor (2025).

Essa interação (MoS2 e EDIII-DENV-1) impacta o potencial de superfície, o 
que reflete a função de trabalho da amostra, conforme evidenciado pelas imagens 
de KPFM (Figura 30). As regiões selecionadas para análise, tanto na ausência 
quanto na presença da proteína, têm espessuras comparáveis. A seguinte equação 
foi utilizada para determinar a função de trabalho das amostras:

C P D  = CPDamostra— CPDsubstrato (1 )

C P D  = [(O tip — Oamostra)/ e ] — [(O tip — Osubstrato)/ e ]

C P D  = (Osubstrato — Oamostra)/ e

onde CPD é a diferença de potencial de contato, Otip é a função de trabalho 
da ponta, Osubstrato é a função de trabalho do substrato (5.1 eV) e Oamostra é a 
função de trabalho da amostra. O filme contendo apenas MoS2 demonstra uma



85

função de trabalho de 5.26 eV (CPD = -160 mV), consistente com os valores 
reportados na literatura 193194. Curiosamente, após a deposição da proteína, a 
função de trabalho é reduzida para 5.16 eV (CPD = -60 mV) 195196. Essa diminuição 
na função de trabalho é um fator que contribui para o melhor desempenho do sensor 
após a deposição da proteína devido à diminuição do nível de Fermi. Estudos 
semelhantes mostram que essa modificação no nível de Fermi contribui para a 
modulação da ressonância de plasmon 195196. Além disso, essa modificação na 
interação MoS2/Au na presença da proteína é corroborada pelos resultados da 
espectroscopia Raman.

FIGURA 30 - AS IMAGENS TOPOGRÁFICAS EM 3D (a-b) E AS IMAGENS 3D DE KPFM (c-d) DAS 
AMOSTRAS NA AUSÊNCIA (a,c) E NA PRESENÇA (b,d) DA PROTEÍNA EDIII-DENV-1 REVELAM 
UMA DIMINUIÇÃO NA FUNÇÃO DE TRABALHO DO FILME DE 5.26 eV PARA 5.16 eV APÓS A 
DEPOSIÇÃO DA PROTEÍNA.

FONTE: O autor (2025).
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7.10 OTIMIZAÇÃO DAS CAMADAS DE DETECÇÃO SPR

O excelente desempenho do sensor SPR também está relacionado à 
funcionalização da superfície do sensor 197 A ligação significativa de biomoléculas 
pode causar uma mudança no índice de refração do meio próximo à superfície de 
ouro, o que é medido como um deslocamento no A Q s p r . Para maximizar o 
desempenho do sensor SPR, foi utilizado uma proteína bem estabelecida, a proteína 
CHIP, como modelo de prova de conceito e plotamos a variação no ângulo de 
ressonância em função de diferentes filmes de ouro revestidos com M0 S2, conforme 
mostrado na Figura 31. A CHIP é um regulador chave em vários mecanismos 
celulares críticos, particularmente aqueles associados a distúrbios 
neurodegenerativos 73 Essa proteína desempenha um papel fundamental na 
manutenção do equilíbrio do conteúdo proteico, principalmente devido aos seus dois 
domínios funcionais: o domínio TPR amino-terminal, que interage com a Hsp70 e 
permite sua função como uma chaperona molecular, e o domínio U-box carboxil- 
terminal, que está principalmente envolvido na atividade da ubiquitina ligase E3 73

Inicialmente, a proteína CHIP foi imobilizada diretamente sobre o filme de ouro. 
Em seguida, a proteína foi imobilizada sobre um filme de ouro revestido com MoS2, 
o que causou um deslocamento maior no ângulo SPR em comparação com a 
superfície não modificada, indicando que o M0 S2 oferece uma imobilização mais 
eficaz. O M0 S2 bidimensionais atua como uma plataforma eficiente para imobilização 
de proteínas por meio de fisisorção, utilizando interações hidrofóbicas entre os 
antígenos e a superfície basal do M0 S2 18 Isso elimina a necessidade de agente de 
ligação cruzada e etapas adicionais de biofuncionalização comumente exigidas por 
métodos convencionais. Sua estrutura promove a ancoragem de biomoléculas, 
proporcionando um ambiente mais controlado e homogêneo para a interação 
proteína-superfície. Essa abordagem simplificada não só otimiza o processo de 
imobilização, mas também melhora a sensibilidade do sensor.

Para otimizar o sistema de revestimento da superfície, foram testados 
diferentes volumes de dispersão de M0 S2 (0,23 mg mL'1), variando de 100 a 500 pL. 
Esse processo permitiu observar o efeito da concentração de M0 S2 na formação do 
filme fino, sua uniformidade e o impacto na imobilização da proteína, permitindo a 
identificação do volume mais eficaz para a construção otimizada do biossensor SPR. 
O volume de 200 pL foi identificado como o ideal, proporcionando o deslocamento 
de ângulo de ressonância mais significativo. Esse volume resultou em uma 
imobilização de proteína mais eficiente na superfície revestida com M0 S2 em 
comparação com os outros volumes testados.
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FIGURA 31 - OS SENSORGRAMAS MOSTRAM A INTERAÇÃO ENTRE A PROTEÍNA CHIP E 
DIFERENTES CONDIÇÕES DE REVESTIMENTO DA SUPERFÍCIE DE OURO COM M0 S2: A LINHA 
PRETA REPRESENTA A SUPERFÍCIE DE OURO SEM REVETIMENTO; A LINHA VERMELHA 
INDICA A SUPERFÍCIE DE OURO REVESTIDA COM 100 | jL 1 DE DISPERSÃO DE M0 S2; A LINHA 
AZUL MOSTRA A SUPERFÍCIE DE OURO REVESTIDA COM 200 | jL 1 DE DISPERSÃO DE M0 S2; A 
LINHA ROSA CORRESPONDE À SUPERFÍCIE DE OURO REVESTIDA COM 300 | jL 1 DE 
DISPERSÃO DE M0 S2; A LINHA CINZA REPRESENTA A SUPERFÍCIE DE OURO REVESTIDA 
COM 400 | jL 1 DE DISPERSÃO DE M0 S2; A LINHA VERDE MOSTRA A SUPERFÍCIE DE OURO 
REVESTIDA COM 500 | jL 1 DE DISPERSÃO DE M0 S2. (B) REPRESENTAÇÃO EM GRÁFICO DE 
BARRAS DOS VALORES EFETIVOS DE A6s p r  OBTIDOS PARA DIFERENTES CONDIÇÕES DE 
REVESTIMENTO DA SUPERFÍCIE DE OURO COM M0 S2.

^  «i*.,00VV tf.oS*

p1
FONTE: O autor (2025).

7.11 AVALIAÇÃO DA IMOBILIZAÇÃO DA PROTEÍNA ENVELOPE DOMÍNIO III 
DENV-1 (EDIII-DENV-1) NA SUPERFÍCIE DE OURO REVESTIDA COM M0 S2

Inicialmente, a proteína CHIP foi utilizada como modelo para validar a 
eficiência da plataforma na imobilização de biomoléculas, permitindo a otimização de 
parâmetros experimentais, como a quantidade de M0 S2 usada na formação do filme. 
Com a viabilidade da estratégia confirmada, a investigação avançou para a 
construção de um biossensor funcional, utilizando a proteína EDIII-DENV-1 como 
bioreceptor específico. Este sistema visa a detecção seletiva de anticorpos contra o 
vírus da dengue. Diferentes concentrações da proteína foram testadas e os 
resultados estão mostrados na Figura 32a. A otimização da concentração da 
proteína nesta fase é essencial para garantir uma cobertura superficial máxima do 
sensor, o que, consequentemente, assegura uma sensibilidade superior na detecção 
dos anticorpos-alvo. A Figura 32b apresenta um gráfico de barras com os valores 
efetivos de AQs p r  obtidos.
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A imobilização da proteína na superfície de ouro revestida com M0 S2 gerou 
um AQs p r . Após a lavagem com tampão PBS a pH 7, obteve-se o AQs p r  efetivo para 
cada concentração de proteína 177. Como mostrado na Figura 32, para 
concentrações menores de proteína, os sensorgramas efetivos obtidos mudaram 
linearmente com o aumento no número de moléculas. No entanto, a adição de 
proteína em concentrações mais altas (10 pg mL_1, 20 pg mL_1 e 30 pg mL_1) não 
resultou em diferenças significativas no AQs p r  efetivo em comparação com a 
concentração de 5 pg mL_1. Além disso, para a concentração de 30 pg mL-1, foi 
observada uma resposta mais baixa em relação ao valor de AQs p r  obtido para 5 pg 
mL_1. Isso possivelmente ocorreu devido à saturação da superfície causada pelo 
número limitado de sítios de ligação disponíveis para a imobilização do EDIII-DENV-
-| 177

FIGURA 32 -(a) SENSORGRAMAS OBTIDOS EM TEMPO REAL MOSTRAM A ADIÇÃO DE 
DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DA EDIII-DENV-1 DISSOLVIDA EM TAMPÃO PBS pH 7. (b) 
REPRESENTAÇÃO EM GRÁFICO DE BARRAS DOS VALORES EFETIVOS DE AQs p r  OBTIDOS 
APÓS A INJEÇÃO DE DIFERENTES CONCENTRAÇÕES DE EDIII-DENV-1 DISSOLVIDA EM 
TAMPÃO PBS pH 7.

Tempo/minutos pg mL"^

FONTE: O autor (2025).
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7.12 MONITORAMENTO EM TEMPO REAL DA CONSTRUÇÃO DO 
IMUNOSSENSOR SPR PARA DIAGNÓSTICO DA DENGUE

Após a seleção da concentração apropriada da proteína, as diferentes etapas 
da construção do imunossensor foram monitoradas em tempo real, e os resultados 
são ilustrados na Figura 33. Inicialmente, o tampão PBS a pH 7 foi adicionado para 
equilibrar a superfície do sensor e estabelecer uma linha de base, e o mesmo 
tampão foi utilizado para diluir a proteína e o soro humano. Em seguida, a proteína 
EDIII-DENV-1 (5 pg mL'1) foi imobilizada diretamente na superfície das nanoflocos 
de MoS2, eliminando a necessidade de agentes de ligação cruzada como o 
glutaraldeído. A superfície basal das nanoflocos de MoS2 foi utilizada para 
imobilização via fisisorção, com interações hidrofóbicas ocorrendo entre os 
antígenos, resultando em um aumento acentuado no AQs p r , como também 
observado com a proteína CHIP. As curvas obtidas para os soros positivos (linha 
vermelha) e negativos (linha verde) mostraram aumentos semelhantes. Em seguida, 
foi realizada uma lavagem cuidadosa para remover o excesso de proteína, bem 
como as proteínas que se ligaram de forma fraca à superfície do sensor. A 
etanolamina foi então utilizada para bloquear os locais de ligação não específicos, 
resultando em um pequeno aumento no AQs p r , confirmando a eficácia do bloqueio, e 
uma nova etapa de lavagem foi realizada. Na fase de detecção, as amostras de soro 
humano foram diluídas em PBS na proporção de 1:50. O soro humano positivo, 
contendo anticorpos específicos para a dengue, mostrou uma ligação clara aos 
antígenos imobilizados, resultando em um aumento significativo no AQs p r  (curva 
vermelha). Em contraste, o soro negativo (curva verde) mostrou apenas um leve 
aumento, confirmando a ausência de ligação específica. Após a lavagem final, a 
curva vermelha permaneceu estável, enquanto a curva verde voltou aos níveis de 
linha de base, reforçando a especificidade do imunossensor. Esses resultados 
destacam a capacidade do imunossensor de discriminar eficientemente entre 
amostras positivas e negativas para a dengue com base nas AQs p r  e no 
comportamento das curvas.
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FIGURA 33 - OS SENSORGRAMAS MOSTRAM AS ETAPAS DA FABRICAÇÃO DO 
IMUNOSSENSOR. INICIALMENTE, A LINHA DE BASE FOI ESTABELECIDA COM PBS, O MESMO 
MEIO NO QUAL A PROTEÍNA FOI DILUÍDA. EM SEGUIDA, A IMOBILIZAÇÃO DIRETA DA 
PROTEÍNA EDIII-DENV-1 (5 |jg mL"1) NA SUPERFÍCIE BASAL DAS NANOFLOCOS DE MoS2 FOI 
REALIZADA, SEGUIDA DE UMA LAVAGEM PARA REMOVER O EXCESSO E ESTABELECER 
UMA NOVA LINHA DE BASE. POSTERIORMENTE, FOI REALIZADO O BLOQUEIO COM 
ETANOLAMINA PARA GARANTIR A LIGAÇÃO ESPECÍFICA DOS ANTICORPOS, SEGUIDO DE 
OUTRA ETAPA DE LAVAGEM PARA FORMAR UMA LINHA DE BASE. FINALMENTE, NA ETAPA 
DE DETECÇÃO, AMOSTRAS DILUÍDAS DE SORO HUMANO EM PBS NA PROPORÇÃO DE 1:50 
FORAM INTRODUZIDAS. A CURVA VERMELHA REPRESENTA A RESPOSTA A UMA AMOSTRA 
POSITIVAS, ENQUANTO A CURVA VERDE REPRESENTA UMA AMOSTRA NEGATIVAS TODAS 
AS ETAPAS E REGIÕES ESTÃO CLARAMENTE IDENTIFICADAS NA FIGURA.

Tempo/horas

FONTE: O autor (2025).
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7.13 IMUNOENSAIO SPR PARA DETECÇÃO DE ANTICORPOS CONTRA A 
DENGUE EM SORO HUMANO UTILIZANDO UMA SUPERFÍCIE DE OURO 
REVESTIDA COM M0 S2.

O desempenho do imunossensor desenvolvido para detectar anticorpos 
específicos contra o vírus da dengue foi avaliado analisando 10 amostras de soro 
humano positivas e 10 negativas para infecção por dengue, as quais foram diluídas 
na proporção de 1:50 utilizando tampão PBS a pH 7. A escolha dessa diluição foi 
feita para garantir uma concentração adequada de anticorpos nas amostras de soro 
humano, permitindo uma detecção eficiente pelo imunossensor. Essa diluição ajuda 
a evitar tanto a saturação do sensor quanto concentrações muito baixas de 
anticorpos.

Para essa avaliação, amostras de cada grupo foram injetadas e os 
deslocamentos A Q s p r  foram medidos. A Figura 34a ilustra os resultados obtidos para 
as amostras positivas, enquanto a Figura 34b mostra os resultados para as 
amostras negativas. A determinação de A Q s p r  foi realizada considerando a etapa de 
lavagem com tampão PBS, que visa remover espécies fracamente ligadas e garantir 
que apenas interações específicas entre os anticorpos e os antígenos imobilizados 
fossem detectadas 198. Os resultados demonstraram que o deslocamento A Q s p r  nas 
amostras positivas foi significativamente maior do que nas amostras negativas. Essa 
diferença notável indica que o imunossensor é altamente eficaz em distinguir entre 
amostras positivas e negativas para infecção por dengue, validando sua capacidade 
de detectar com precisão a presença de anticorpos específicos no soro humano. 
Além disso, esses resultados reforçam a confiabilidade do imunossensor como uma 
ferramenta diagnostica eficaz para a detecção de anticorpos, sugerindo sua 
aplicabilidade potencial em contextos clínicos e de pesquisa para monitoramento e 
diagnóstico da infecção.
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FIGURA 34 - (a) REPRESENTAÇÃO EM GRÁFICO DE BARRAS DOS VALORES DE AQs p r  

OBTIDOS APÓS A INJEÇÃO DE SORO POSITIVO, (b) REPRESENTAÇÃO EM GRÁFICO DE 
BARRAS DOS VALORES EFICAZES DE A6s p r  OBTIDOS APÓS A INJEÇÃO DE SORO NEGATIVO. 
AS BARRAS MOSTRAM A6s p r  PARA AMOSTRAS DE SORO HUMANO POSITIVAS E NEGATIVAS 
PARA INFECÇÃO POR DENGUE, DILUÍDAS NA PROPORÇÃO DE 1:50 EM TAMPÃO PBS A pH 7.

FONTE: O autor (2025).

A detecção precoce é essencial no combate à dengue, permitindo uma 
intervenção rápida e eficaz. Para isso, foi realizado um estudo para identificar a 
sensibilidade do imunossensor a anticorpos específicos para a dengue em amostras 
reais. Os testes foram realizados utilizando diferentes diluições de um pool 
composto por três amostras de soro humano positivas para a doença. A Figura 35a 
mostra os valores de AQs p r  após a injeção desse pool positivo em diferentes 
diluições, variando de 1:50 a 1:1600. A Figura 35B apresenta os valores de AQs p r  

obtidos após a etapa de lavagem, necessária para remover espécies fracamente 
ligadas da superfície do imunossensor, conforme mencionado anteriormente.

Os resultados indicam que nosso imunossensor pode detectar interações 
entre antígenos imobilizados e anticorpos presentes na amostra, mesmo em uma 
ampla gama de diluições. Uma correlação significativa foi observada entre o fator de 
diluição e os valores de AQs p r . À medida que o fator de diluição aumenta, 
possivelmente resultando em menores concentrações de anticorpos na amostra, os 
valores de AQs p r  diminuem em comparação com diluições mais concentradas. Essa 
relação sugere que a diluição afeta a intensidade das interações moleculares 
detectadas, refletindo diretamente nos valores de AQs p r . Esses achados reforçam a 
sensibilidade e eficácia do imunossensor na detecção de anticorpos, mesmo em 
concentrações muito diluídas.

A avaliação do desempenho do imunossensor SPR revelou resultados 
promissores na detecção de anticorpos específicos contra o vírus da dengue. O 
excelente desempenho do sensor SPR é atribuído à funcionalização de sua 
superfície, que permite a detecção sensível e específica de interações
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biomoleculares 177. A mudança no AQs p r  reflete a alteração no índice de refração do 
meio próximo à superfície de ouro, causada pela ligação de biomoléculas.

FIGURA 35 -  (a) SENSORGRAMAS OBTIDOS EM TEMPO REAL MOSTRAM AS ETAPAS 
DEASSOCIAÇÃO E DISSOCIAÇÃO PARA A ADIÇÃO DE SOROS CANINOS POSITIVOS 
DISSOLVIDOS EM TAMPÃO PBS pH 7 EM DIFERENTES DILUIÇÕES (v/v) (1:50, 1:100, 1:400, 
1:800, 1:1600). (b) REPRESENTAÇÃO EM GRÁFICO DE BARRAS DOS VALORES DE AOspr 

OBTIDOS APÓS A INJEÇÃO DE SORO POSITIVO.

Tempo/minutos

FONTE: O autor (2025).
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8 CONCLUSÕES

Este estudo demonstra a imobilização direta da proteína Envelope Domain III 
do DENV-1 (EDIII-DENV-1) sobre superfícies de MoS2, mediada por interações 
hidrofóbicas com a superfície basal das nanoflocos de MoS2. A modificação do 
sensor com MoS2 possibilitou uma imobilização eficiente do antígeno, criando um 
ambiente favorável para a interação proteína-superfície. O biossensor se destacou 
pela sua capacidade de distinguir com precisão entre 10 amostras de soro humano 
positivas para dengue e 10 amostras negativas, mostrando grande potencial para 
diagnóstico rápido e preciso. Além disso, ao testar diferentes diluições de um pool 
de amostras de soro positivo, o biossensor foi capaz de detectar anticorpos até a 
diluição de 1:1600. A caracterização dos filmes de MoS2 por AFM mostrou que, no 
substrato de Au modificado com MoS2, sem a proteína, pequenas flocos de MoS2 
aderiram ao substrato com uma espessura média de 13 ± 4 nm (~18 camadas). 
Após a adição de EDIII-DENV-1, a espessura aumentou para 145 ± 20 nm, 
indicando a formação de microgotículas ao redor dos flocos de MoS2, o que foi 
corroborado por imagens de SEM. A função de trabalho do filme de MoS2 foi de 5,26 
eV (CPD = -160 mV), e após a deposição da proteína, essa função diminuiu para 
5,16 eV (CPD = -60 mV), contribuindo para um melhor desempenho do sensor 
devido à redução no nível de Fermi. A combinação de MoS2 com SPR para 
detecção de biomoléculas específicas apresenta grande potencial em sistemas 
diagnósticos, oferecendo uma alternativa acessível, de fácil fabricação e altamente 
sensível para a detecção de anticorpos, como no caso da dengue, bem como em 
outras doenças infecciosas.
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