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RESUMO

A Ressonancia Plasmoénica de Superficie (SPR) € uma técnica Optica altamente
sensivel amplamente utilizada em biossensores. A deteccdo pode ser realizada em
varias configuragcdes, como acoplamento de prisma, sendo a configuragdo de
Kretschmann a mais comumente usada. Nessa configuracdo, um prisma é
empregado para direcionar a luz e acopla-la a um filme metalico, geralmente ouro,
ocorrendo a excitagdo de plasmons de superficie na interface entre o metal e 0 meio
dielétrico. A sensibilidade e a especificidade do biossensor SPR dependem da
estrutura, morfologia e composi¢éao do filme metalico. Como o ouro puro exibe baixa
adsorcdo de biomoléculas, a introducdo de materiais avancados e otimizacdo de
superficie podem melhorar significativamente a imobilizagdo de biorreceptores,
permitindo a deteccdo precisa de moléculas em baixas concentracdes. Nesse
sentido, monocamadas automontadas (SAMs) de alcanotiois, quando combinadas
com sistemas multivalentes como dendrimeros e nanoparticulas metalicas, criam
condi¢cbes ideais para imobilizagdo eficaz de biomoléculas. Outra abordagem
inovadora envolve o uso de dissulfeto de molibdénio (MoS,) em sensores SPR,
explorando as propriedades de seus nanoflocos bidimensionais como uma
plataforma eficiente para imobilizacdo de proteinas via fisissorcdo. Essa interacdo
ocorre por meio de forgas hidrofobicas entre a proteina e a superficie basal do MoS,,
eliminando a necessidade de reticuladores e etapas adicionais de biofuncionalizagao
frequentemente exigidas por métodos convencionais. Nos estudos conduzidos, dois
sistemas de biossensores SPR foram desenvolvidos. Na primeira etapa, um sensor
foi funcionalizado com nanocompésitos de nanoparticulas de prata estabilizadas por
dendrimeros de poli(amidoamina) (AgDENSs), permitindo a imobilizagdo de diferentes
biomoléculas e o0 desenvolvimento de um imunossensor para detectar anticorpos
contra Leishmania infantum em soro canino. Na segunda etapa, um biossensor foi
projetado para a deteccdo do virus da dengue, usando a imobilizagdo da proteina
EDIII-DENV-1 em um sensor modificado com MoS,. Os resultados demonstraram
alta seletividade e eficacia na deteccdo de anticorpos contra a dengue, distinguindo
com sucesso entre 10 amostras de soro humano positivas e 10 negativas.

Palavras-Chaves: Ressonancia Plasménica de Superficie (SPR) Dendrimeros,
Dissulfeto de Molibdénio; 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
materials 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 (MoS;) 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 MoS,, 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 (AgDENSs), 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 MoS,. 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 INTRODUCAO

Doencas transmitidas por vetores continuam sendo uma ameacga global,
especialmente em regibes tropicais e subtropicais, onde fatores climaticos e
socioecondémicos favorecem a proliferacdo de vetores, como mosquitos e carrapatos
-4 Estima-se que cerca de 80% da populacdo mundial esteja exposta a essas
infecgbes, que correspondem a mais de 17% das doencas infecciosas e s&o
responsaveis por mais de 700 mil mortes anualmente’-*. Diante desse cenario, os
biossensores emergem como uma ferramenta inovadora, oferecendo diagnosticos
rapidos e precisos para mitigar os impactos dessas doencgas.

Os recentes avangos no campo da nanotecnologia ampliaram as
possibilidades de construgcdo de biossensores miniaturizados, portateis, de baixo
custo e descartaveis, atendendo as mais altas demandas no ambito da saulde. °°.
Nesse sentido, tais biossensores s&o desenvolvidos com base em elementos de
reconhecimento bioldégico que interagem com o composto-alvo, enquanto o
transdutor converte a resposta biologica em um sinal mensuravel 7. Entre os
diversos tipos de biossensores, os baseados em Ressonancia Plasmoénica de
Superficie (SPR, do inglés, Surface Plasmon Resonance) se destacam por sua
elevada sensibilidade e capacidade de deteccdo. Nessa abordagem, o transdutor €
um componente essencial, responsavel por converter essas interacdes bioldgicas
em sinais opticos mensuraveis.

A eficiéncia do transdutor esta intrinsecamente ligada a escolha dos materiais
e a metodologia de fabricagdo empregada 8. Materiais adequados promovem uma
interac&do ideal com os elementos de reconhecimento biologico e potencializam a
conversdo do sinal, garantindo que alteracbes sutis sejam detectadas com
confiabilidade °. Nesse contexto, a ampla variedade de materiais disponiveis para a
fabricacdo de biossensores expande consideravelmente as possibilidades de
otimizacdo dos transdutores, resultando em aprimoramentos significativos em suas
caracteristicas e desempenho.

Entre esses materiais, destacam-se as monocamadas auto-organizadas
(SAMs, do inglés self-assembled monolayers) de alcanotiois. Quando combinadas
com sistemas multivalentes, como dendrimeros e nanoparticulas metalicas, essas
monocamadas criam condi¢gdes ideais para a imobilizacdo de biomoléculas.

Os dendrimeros, por sua vez, sdo macromoléculas monodispersas com uma
estrutura tridimensional (3D) altamente ramificada, o que os torna particularmente
adequados para a estabilizacdo de nanoparticulas metalicas '°. A utilizag&o conjunta
de dendrimeros e nanoparticulas de prata pode proporcionar amplificacdo do sinal
do sistema de transducéo, resultando em uma sensibilidade aprimorada dos
biossensores 1113,

Um material promissor que vem sendo explorado recentemente na
modificacdo de sensores SPR é o dissulfeto de molibdénio (MoS,). O MoS,
apresenta propriedades excepcionais, como a presenca de grupos de enxofre livres
e uma superficie basal quimicamente estavel, que favorecem a imobilizacdo de
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proteinas por fisisor¢do por meio de interacdes hidrofdbicas entre as biomoléculas e
sua superficie. 1420

Na primeira parte do trabalho, demonstrou-se a funcionalizagcdo de um sensor
de SPR com nanocompésitos formados por dendrimeros de poli(amidoamina) e
nanoparticulas de prata (AgDENs). Os nanocompodsitos 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 proteinas CHIP, Hsc70 e CALB L. Como aplicag&o
especifica, desenvolveu-se um imunossensor utilizando a proteina 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 imobilizacdo da proteina do
dominio Ill do envelope do virus da dengue tipo 1 (EDIII-DENV-1) sobre um sensor
SPR modificado com MoS,, utilizando a tecnologia de ressonancia de plasmon de
superficie para monitorar esse processo em tempo real. Os resultados obtidos por
SPR demonstraram uma imobilizacdo eficaz do EDIII-DENV-1. O biossensor
apresentou grande potencial para o diagnostico preciso de infecgdes por dengue,
com alta seletividade na deteccéo de anticorpos.
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2 ESTADO DA ARTE

As doencas transmitidas por vetores representam uma das mais sérias
ameagcas a saude publica global, especialmente em regides tropicais e subtropicais,
como o Brasil 342! O pais se destaca negativamente nesse cenario, sendo
responsavel pelo maior nimero de casos e oObitos relacionados a essas doencas 2.
De acordo com relatério recente da Organizagdo Mundial da Saude (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 prevencéo 22.

Os principais vetores dessas doengas s&o organismos hematofagos, como
mosquitos, carrapatos e pulgas, que transmitem virus, bactérias e parasitas aos
seres humanos por meio de suas picadas '342!'. A crescente intervencdo humana
nos ecossistemas naturais, por meio do desmatamento, urbanizacao desordenada e
queima de combustiveis fésseis, tem promovido alteracdes climaticas significativas,
0 que favorece a expansdo geografica desses vetores € aumenta a incidéncia de
doencas transmitidas 13421,

Dentre as enfermidades de maior relevancia estdo a dengue e a
leishmaniose, destacando-se pela alta prevaléncia e impacto socioecondmico 13421,
O Aedes aegypti € o principal vetor da dengue, enquanto a leishmaniose
compreende trés formas clinicas causadas por protozoarios do género Leishmania,
transmitidas por flebotomineos dos géneros Phlebotomus e Lutzomyia.

Em 2023, mosquitos do género Aedes estavam estabelecidos em 13 paises
europeus, em contraste com o0s oito paises registrados em 2013, indicando a
formac&o de populagbes autossustentaveis fora de zonas endémicas tradicionais 23.
Em maio de 2024, o Centro Europeu de Prevengéo e Controle de Doencas relatou o
surgimento de novas populagdes invasoras: Aedes aegypti foi identificado na
Espanha, enquanto Aedes albopictus foi encontrado na Franga e na Alemanha 3.
Outras ocorréncias foram notificadas na Holanda, Portugal, Eslovaquia, indicando
uma expansdo continua em zonas temperadas 23.

Esse cenario refor¢ca a necessidade de ferramentas analiticas capazes de
fornecer diagnostico precoce e preciso. Assim 0s biossensores, surgem como
alternativas promissoras frente as limitacbes dos métodos de diagndsticos
convencionais.

2.1 LEISHMANIOSE

A leishmaniose compreende trés formas clinicas causadas por protozoarios
do género Leishmania, encontradas em partes dos tropicos, subtrdpicos e sul da
Europa. A transmissdo da leishmaniose para humanos é vetorial e pode ser
antropondtica (de humano para humano) ou zoonética (transmitida entre animais e
humanos.) 2426, A forma zoondtica € a mais comum, esses parasitas s&o
transmitidos aos humanos pela picada de uma fémea infectada de flebotomineos
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dos géneros Phlebotomus ou Lutzomyia 2%, Esses vetores sdo altamente
adaptaveis e podem ser encontrados em diversos ecossistemas?+2,

Atualmente, cerca de 21 espécies de Leishmania s&o conhecidas e
dependendo do parasita Leishmania, as manifestagbes clinicas humanas podem
variar entre: leishmaniose cutanea (LC), que causa ulceras na pele, leishmaniose
mucocutanea (LMC), que causa Ulceras na pele e mucosas principalmente no nariz
e na boca e leishmaniose visceral (LV), esta ultima, apresenta taxa de letalidade de
>95% se nao for tratada 2°27. A leishmaniose é considerada uma doenca
gravemente negligenciada, e € a segunda infec¢do parasitaria transmitida por
vetores mais comum no mundo 2426,

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), mais de 1 bilhdo de
pessoas vivem em areas endémicas de leishmaniose e estdo em risco de infec¢do
2829 A doenca esta diretamente associada a pobreza, mas também € influenciada
por fatores ambientais e climaticos 222°. Anualmente, estima-se a ocorréncia de
aproximadamente 30.000 novos casos de leishmaniose visceral (LV) e mais de 1
milndo de novos casos de leishmaniose cutanea (LC) %22°.

Os cées séo considerados o principal e/ou primario reservatorio doméstico
para infeccdo humana em cenarios onde ocorre leishmaniose zoonética 243°. Uma
propor¢cao significativa de caes infectados permanece clinicamente saudavel gracas
a uma resposta imune celular adequada, mas esses animais infectados, podem
atuar como portadores de Leishmania spp. e sdo capazes de transmitir parasitas aos
vetores flebotomineos 2430, Os gatos s&o ha muito tempo considerados hospedeiros
menos suscetiveis para L. infantum, no entanto, eles sdo agora reconhecidos como
hospedeiros competentes °.

Compreender a relagéo entre clima e transmissdo de doencas € essencial
para desenvolver ferramentas eficazes de apoio a decisdo, que sdo fundamentais
para a formulacéo de politicas publicas e a vigilancia em salde 7. Nesse contexto, o
diagnéstico rapido e preciso da leishmaniose desempenha um papel crucial no
manejo adequado da doencga, contribuindo para a reducéo de casos 3. Os métodos
convencionais de diagndstico incluem técnicas parasitoldégicas, moleculares e
imunoldgicas. 3'.

Os métodos moleculares baseados na reagédo em cadeia da polimerase (PCR
do inglés, Polymerase Chain Reaction) sé&o altamente sensiveis e especificos para a
deteccdo da infecgdo 3'. Além disso, testes imunoldégicos como o teste de
aglutinacdo direta (DAT do inglés, Direct Agglutination Test), o ensaio
imunoenzimatico (ELISA do inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e o teste
imunocromatografico sdo amplamente utilizados para o diagnéstico da leishmaniose
31

Os métodos parasitologicos s&o amplamente utilizados no diagnostico da
leishmaniose 23132 Esse exame é microscopico, e se baseia na visualizacéo de
formas amastigotas de Leishmania em tecidos infectados. Para a LC a amostra &
obtida por meio de bidpsia, punch ou raspagem de mucosa ou lesGes cutaneas 3'32,
Aspirados de medula 6ssea, baco ou linfonodos s&o usados para diagnéstico de LV
31.32 Embora essa técnica seja altamente especifica para o diagndstico da
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leishmaniose, n&o permite a discriminacdo entre as diferentes espécies de
Leishmania além disso, as amostras, extraidas de forma dificil € dolorosa, podem
apresentar variagdes quanto a quantidade de parasitas presentes, o que dificulta a
deteccdo em casos com baixa carga parasitaria. 3'32.

2.2 DENGUE

A dengue é a doenca arboviral mais comum em humanos, pode ser
transmitida por varios vetores, mas os principais vetores sdo o Aedes aegypti e o
Aedes albopictus. Nas ultimas quatro décadas, tanto a incidéncia quanto a gravidade
dos casos aumentaram, impulsionadas pela expansdo geografica dos vetores 22533,
Adaptado a ambientes urbanos o Aedes aegyptli se também transmite outras
doencas graves, como chikungunya, Zika e febre amarela®2>:33,

O mosquito Aedes aegypti se prolifera faciimente em regibes tropicais e
subtropicais, principalmente durante a estacdo chuvosa, quando a agua parada em
recipientes artificiais favorece sua reprodugdo 3* A expans&do dos vetores do
mosquito € o consequente aumento de casos em areas ndo endémicas representam
uma preocupacéo crescente *. Na Europa, o Aedes. Albopictus foi relatado pela
primeira vez na Albania (1979) e depois na ltalia (1990), Franca (1999), Bélgica
(2000), Espanha (2003) e posteriormente em outros paises europeus 34 Desde
2010, um numero crescente de casos de dengue foram relatados em paises
europeus, incluindo Franga, Crodcia, Espanha e Italia 34,

Segundo a OMS, estima-se que 4 bilhdes de pessoas correm risco de
infeccdo por arbovirus em todo 0 mundo, e estima-se que esse numero aumente
para 5 bilhdes até 2050 *. Os casos de dengue aproximadamente dobraram a cada
ano desde 2021, com mais de 12,3 milhdes de casos até o final de agosto de 2024,
quase o dobro dos 6,5 milhées de casos relatados em todo o ano de 2023 *. O
Brasil lidera 0 numero de casos de dengue no mundo, com 2,9 milhdes registrados
em 2023 36,

A infeccdo por dengue pode ser assintomatica ou sintomatica, dependendo do
individuo infectado 2253337 Qs sintomas clinicos comuns em um individuo infectado
por dengue incluem dor de cabeca, febre, nausea, vomito, fadiga, artralgia, dor
muscular ¥. A infeccéo grave por dengue pode evoluir para febre hemorragica da
dengue, que € caracterizada pelo aumento da permeabilidade vascular e
irregularidades hemostaticas, bem como sindrome do choque da dengue ou choque
hipovolémico 22°33.37

Quando o virus da dengue infecta o hospedeiro, o sistema imunoldgico
desencadeia uma resposta inata para limitar a replicag&o viral 2253338  |nicialmente,
durante uma infec¢&o primaria, os anticorpos IgM s&o produzidos entre trés e cinco
dias apds o inicio dos sintomas, sendo quase sempre detectaveis mesmo apdos 0s
sintomas cessar 2223338 Posteriormente, os anticorpos IgG surgem, substituindo os
niveis decrescentes de IgM ao longo de dois a trés meses e permanecendo
detectaveis por toda a vida, oferecendo protecdo contra reinfec¢cdes pelo mesmo
sorotipo 2253338
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Os quatro sorotipos do virus da dengue (DENV-1, DENV-2, DENV-3 € DENV-
4) pertencem ao género Flavivirus, da familia Flaviviridae. A infec¢cdo por um desses
sorotipos confere imunidade de longo prazo ao mesmo sorotipo, mas apenas uma
imunidade temporaria contra os outros trés 22533 O virus é constituido por trés
proteinas estruturais distintas sendo, o capsideo, membrana e o envelope, além de
sete proteinas ndo estruturais, identificadas como NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B e NS5 *° . Dentre essas, a proteina NS1 se destaca por ser a Unica liberada
de maneira consistente na corrente sanguinea pela célula hospedeira infectada,
configurando-se como um importante marcador para o diagnéstico precoce da
dengue *°.

Trés vacinas contra a dengue estdo licenciadas atualmente, a Dengvaxia®,
Qdenga, e a Butantan-DV. A Dengvaxia® é recomendada apenas para individuos
previamente infectados, devido ao risco potencial de formas mais graves em
pessoas sem exposicdo anterior ao virus 3’. A Qdenga, por sua vez, foi aprovada
para uso em individuos a partir de 4 anos de idade, independentemente de
infeccdes anteriores, em paises como Brasil, Argentina, Indonésia e Tailandia 3" A
vacina Butantan-DV demonstrou eficacia de 79,6% na prevencdo de casos de
dengue sintomatica uma protecédo de 89% contra dengue grave, além de eficacia e
seguranc¢a prolongadas por até cinco anos, é a primeira vacina do mundo em dose
Unica contra a dengue 4%4'. Qutras vacinas candidatas também estdo em fases
iniciais de estudos pré-clinicos e clinicos 3.

Mesmo diante dos avangos nas vacinas contra a dengue, um diagnostico
preciso é essencial para o tratamento eficaz 34 Existem diferentes técnicas,
aplicadas no diagnostico da dengue, como PCR, ELISA, isolamento viral e detec¢éo
de IgM, entre outras . Entretanto, cada um possui suas particularidades e
limitacdes. O ELISA e o PCR, por exemplo, apresentam alta sensibilidade, porém
requer infraestrutura laboratorial e pessoal treinado, 0 que pode limitar sua aplicacao
em regides com poucos recursos 4.

Para contornar as limitacbes das metodologias convencionais, diversos
biossensores tém sido desenvolvidos para a detecgdo do virus da dengue,
destacando-se pela simplicidade operacional e pela eliminacdo da necessidade de
equipamentos laboratoriais complexos 33. Esses dispositivos oferecem vantagens
técnicas relevantes, como a detecgdo em etapa unica, permitindo analises rapidas,
geralmente com plataformas descartaveis 3. Sao capazes de fornecer resultados
em poucos minutos, favorecendo a identificac&o precoce e precisa da infeccdo 3. A
proteina ndo estrutural NS1 tem se consolidado como o principal alvo, devido a sua
alta especificidade e a presenca detectavel logo nos estagios iniciais da infeccéo
3339 Os biossensores desenvolvidos exploram diferentes tipos de transdutores,
incluindo abordagens &pticas, como a ressonancia plasménica de superficie (SPR) e
a fluorescéncia, além de técnicas eletroquimicas, como detecgcdo amperométrica e
impedimétrica 3.



22

2.3 BIOSSENSORES

Os Dbiossensores sao dispositivos analiticos que integram elementos
biologicamente ativos a um transdutor fisico, projetados para estabelecer uma
ligacdo especifica com os analitos-alvo e gerar um sinal mensuravel. Esses
elementos biologicamente ativos, também conhecidos como bioreceptores,
interagem com o composto-alvo, enquanto o transdutor converte essa resposta em
um sinal mensuravel, que é entéo detectado, registrado e transmitido 84243,

Os biossensores variam em tamanho e forma e utilizam diferentes tipos de
transdutores fisicos. Eles podem detectar baixas concentracbes de patogenos e
produtos quimicos toxicos, tornando-se ferramentas versateis para pesquisa
biolégica, monitoramento ambiental e diagndstico clinico. 84243, Um biossensor tipico
€ composto de: (a) analito, (b) bioreceptor, (c) transdutor, (d) componentes
eletrénicos 84243 conforme pode ser observado na Figura 1.



FIGURA 1 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA
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Comparados aos meétodos analiticos convencionais,
oferecem vantagens como rapidez, alta seletividade, baixo custo, capacidade de

Voltametria ciclica

0S biossensores

Eles sdo amplamente

empregados em areas que envolvem pesquisa biolégica fundamental, seguranca
alimentar, monitoramento ambiental, diagnéstico de doencas, triagem de drogas,
testes forenses, monitoramento de qualidade da agua, entre outras aplicagbes 84243,
Os principais componentes de um biossensor s&o descritos detalhadamente a

segquir:

e Analito: Substancias presentes em uma amostra que sédo alvo de detecgéo

elou quantificagdo, abrangendo uma ampla variedade de moléculas, como
proteinas especificas, biomarcadores de céancer, acidos nucleicos, virus,
bactérias, toxinas e outras &4,
Bioreceptor: Os biorreceptores sédo biomoléculas ou elementos bioldgicos que
se ligam de forma especifica as substancias-alvo (analitos) em amostras
complexas, esse componente € o0 que confere a especifidade do biossensor
Essa ligacao entre os biorreceptores e os analitos resulta em mudancas nos
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sinais fisicos ou quimicos &%. Esses sinais s&o convertidos em dados
reconheciveis, dessa forma, os biorreceptores sdo essenciais para o
funcionamento de biossensores, sendo importantes na determinacdo de
parametros como especificidade, precisdo e desempenho, além das possiveis
aplicacées®4°. Os biorreceptores mais comumente utilizados incluem
moléculas de acido nucleico (DNA ou RNA), proteinas, anticorpos, enzimas,
organismos, tecidos e componentes biomiméticos, como polimeros impressos
molecularmente 81745,

e Transdutor: Parte do biossensor responsavel por converter o evento de
biorreconhecimento em um sinal mensuravel, que reflete a quantidade e/ou a
presenga do analito alvo & Com base no principio operacional, os
transdutores podem ser classificados em eletroquimicos, &épticos, térmicos,
eletrénicos e gravimétricos &.

A eficiéncia de um biossensor também depende diretamente da forma como
os biorreceptores s&o fixados a superficie do transdutor, etapa conhecida como
imobilizagdo. A escolha da técnica de imobilizacdo depende das caracteristicas das
biomoléculas, do substrato e da aplicagdo. O material de suporte € essencial para a
eficiéncia da imobilizacdo e deve ser selecionado conforme as exigéncias do estudo.
Além disso, é fundamental que as biomoléculas preservem sua estrutura e atividade
biolégica apds a imobilizacdo “°. Existem dois métodos principais de imobilizag&o
amplamente utilizados: fisico (reversivel) e quimico (irreversivel) & A imobilizacao
fisica envolve a fixacdo das biomoléculas na superficie do transdutor sem a
formacdo de ligagbes quimicas, como ocorre na (a) adsorcdo fisica e (b) no
aprisionamento fisico (eletropolimerizagéo, técnica sol-gel e microencapsulagéo). Ja
a imobilizacdo quimica envolve a formacédo de ligacbes quimicas fortes, como
ligacdes covalentes, entre as biomoléculas e a superficie do transdutor 8.

2.4 CLASSIFICACAO DOS BIOSSENSORES

A classificagdo dos biossensores € ampla e interdisciplinar, envolvendo
diferentes critérios 8. Como ja mencionado, os bioreceptores sdo elementos centrais
na construcdo de biossensores, sendo responsaveis por assegurar a especificidade
ao analito-alvo 4% Uma das abordagens utilizadas na classificacdo dos
biossensores é baseada no tipo de bioreceptor empregado em sua construgdo 847. A
segunda classificacdo € feita com base no transdutor e s&o categorizados como
biossensores eletroquimicos, biossensores 6pticos entre outros 8.
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2.5 CLASSIFICACAO DOS BIOSSENSORES BASEADOS NO BIORECEPTOR

2.5.1 Biossensores baseados em enzimas

As enzimas, reconhecidas por sua alta eficiéncia catalitica, ampla
diversidade e especificidade em relagdo aos substratos, sdo fundamentais para
acelerar reagdes quimicas sob diferentes condicbes de temperatura e pH 4°. Essas
propriedades as tornam altamente versateis em aplicacbes 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 “°. Clark e Lyons *°, em seu trabalho pioneiro,
desenvolveram o primeiro biossensor eletroquimico para deteccdo de glicose,
imobilizando a enzima glicose oxidase.

Esse avanco marcou o inicio da inovacdo na area de biossensores
enzimaticos °'°2. Desde entdo, esses dispositivos tém evoluido de forma
significativa, sendo amplamente desenvolvidos, comercializados e aplicados °'52. A
fabricacdo de biossensores enzimaticos envolve a imobilizacdo de enzimas na
superficie do transdutor, onde o sinal gerado resulta da interacdo do analito com o
substrato e das reacdes cataliticas subsequentes 3.

O reconhecimento do analito em biossensores enzimaticos pode ocorrer de
trés maneiras principais: 0 analito € metabolizado pela enzima, e sua concentracéo €
medida por meio da transformacéo catalitica; o analito atua como inibidor ou ativador
da enzima, influenciando a formagdo do produto enzimatico; ou alteracdes nas
caracteristicas estruturais ou funcionais da enzima sdo monitoradas diretamente .

2.5.2 classificacdo baseada em Transdutores: Biossensores Eletroquimicos

Os biossensores eletroquimicos combinam um mecanismo de recepgao de
analito e um transdutor eletroquimico, onde a interacdo entre o analito alvo e o
transdutor gera um sinal eletroquimico em formato de corrente, potencial, resisténcia
ou impedancia °4°°. Os transdutores em biossensores eletroquimicos abrangem uma
ampla variedade de eletrodos, incluindo eletrodos de carbono vitreo, ouro, platina,
oxidos metalicos, eletrodos de diamante dopado com boro, eletrodos serigrafados,
eletrodos de pasta de carbono, entre outros 6. Esses eletrodos servem como
plataformas para modificacbes especificas, projetadas para otimizar propriedades
analiticas cruciais, como sensibilidade, seletividade, estabilidade e reprodutibilidade
54,56_

Os biossensores eletroquimicos utilizam uma ampla variedade de técnicas
de deteccdo baseadas em diferentes mecanismos de sinal. Entre os métodos mais
comuns estdo a voltametria ciclica (VC), voltametria de pulso diferencial (VPD),
voltametria de corrente alternada (VCA), polarografia, voltametria de onda quadrada
(VOQ) e voltametria de varredura linear (VVL) °+°. Cada uma dessas técnicas
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apresenta vantagens especificas, dependendo da aplicac&o e das caracteristicas do
sistema analitico 546

Os biossensores eletroquimicos tém ganhado grande destaque devido as
suas capacidades de fornecer respostas rapidas, precisas € sensiveis de forma
econdmica %6 As plataformas eletroquimicas sdo amplamente aplicadas na
deteccdo de diversos biomarcadores e no diagndstico de doencas, como infecgbes e
canceres °+°¢  Essas caracteristicas tornam os biossensores eletroquimicos
ferramentas altamente versateis, adaptaveis a uma ampla gama de aplicacdes,
desde diagndsticos clinicos até monitoramento ambiental e alimentar 546

2.5.3 Biossensores Opticos

Os biossensores Opticos se caracterizam por utilizarem transdutores
baseados em principios Opticos para realizar as medigées °’. Nesse tipo de
biossensor, o transdutor € integrado ao elemento de biorreconhecimento, permitindo
que a mudangca nas propriedades Opticas, seja detectada e relacionada a
concentracéo do analito °’. Essa abordagem oferece alta sensibilidade e precis&o na
deteccdo, sendo capaz de fornecer resultados rapidos e confidveis em diversas
aplicacbes, como diagnoéstico médico, monitoramento ambiental e seguranca
alimentar . O processo de transdugdo em biossensores Opticos provoca uma
alteracdo na absorcao, transmisséo, reflexdo, refracdo, fase, amplitude, frequéncia
ou polarizagdo da luz, em resposta a variagbes fisicas ou quimicas induzidas pelos
elementos de biorreconhecimento 8%, Esses biossensores podem ser projetados a
partir de diversos principios 6pticos, como ressonancia plasménica de superficie
(SPR), fluorescéncia de onda evanescente, interferometria de guia de onda optica,
quimioluminescéncia, fluorescéncia, indice de refracdo e espalhamento Raman de
superficie aprimorada, entre outros 8.

2.6 BIOSSENSORES BASEADOS NA SPR

A SPR é um fendmeno optico que ocorre na superficie de filmes metalicos,
sendo amplamente explorada em biossensores Opticos, particularmente devido a
sua capacidade de monitorar processos interfaciais e de superficie com alta preciséo
em tempo real e sem a necessidade de marcadores %39 Alterando parametros
como o indice de refracdo do meio, € possivel correlacionar a constante de
propagacéo dos plasmons de superficie (PS) as propriedades dielétricas do
ambiente °8°°. Os PS desempenham um papel crucial em diversas areas, como
quimica, fisica, ciéncia dos materiais e biologia 88465 A SPR tem sido aplicado em
varios aspectos, como na bioquimica, monitoramento ambiental, analise de
alimentos e diagnéstico clinico *°.
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2.6.1 Classificacdo dos sensores baseadas na SPR

Os sensores de SPR podem ser divididos em duas categorias principais:
SPR de propagacéo e SPR localizada (LSPR, do inglés, Localized Surface Plasmon
Resonance), ambos baseados nas oscilagées de PS %866 A LSPR ¢é utilizada com
nanoparticulas metalicas, onde os plasmons de superficie ndo propagantes sao
excitados %8, A ressonancia pode ser ajustada por meio do tamanho, forma e
composicdo das nanoparticulas, e a excitagdo ocorre através de oscilagdes
harmoénicas coletivas de elétrons, gerando uma resposta dipolar 8. Ja os plasmons
propagantes sdo excitados em filmes metalicos continuos usando acopladores de
ondas eletromagnéticas, como prismas, grades de difracdo e guias de onda, e o
efeito SPR ocorre ao longo da interface metal-dielétrica 8.

2.6.2 Acoplamento por prisma

A primeira introdugdo do método de acoplamento por ATIR para excitacédo
de plasmons de superficie foi feita por Otto em 1968 ©7. A configuracéo 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 superficie
metalica tornava essa configuracédo ineficaz *. No mesmo ano, Kretschmann e
Raether 8 propuseram uma atualizagédo dessa configuracado, utilizando um arranjo
de vidro-filme-ar, que se tornou a configuragdo mais popular para a excitagao de PS,
sendo amplamente utilizada em pesquisas atuais e em instrumentagcdo comercial
SPR 9,

Embora essas configuracdes apresentem diferencas sutis, o principio de
funcionamento por tras delas é essencialmente o mesmo 88970 Para que a
excitacdo dos plasmons de superficie ocorra, a luz incidente precisa ser p-
polarizada, ou seja, que o vetor do campo elétrico da onda eletromagnética esteja
orientado no plano de incidéncia 87"72. Nesse estado de polarizacdo, a onda
plasmoénica de superficie, possui apenas um componente do campo elétrico, que &
perpendicular a superficie %8772 Quando a luz p-polarizada incide em um prisma
com alto indice de refracao, ela € totalmente refletida em um angulo especifico em
relacdo a base do prisma 87172 Mesmo sendo refletida , parte da radiac&o, na
forma de uma onda ou campo evanescente, penetra na interface entre o prisma e o
metal 87172 Em um determinado angulo de incidéncia, quando a constante de
propagacao da onda plasmédnica de superficie se iguala a constante de propagacéo
da onda evanescente, parte da radiacdo se acopla aos elétrons livres que oscilam
no filme metalico e ocorre uma transferéncia ressonante de energia entre a luz
incidente e a onda dos plasmons de superficie (ressonancia dos plasmons de
superficie) %7172 A Figura 2 ilustra o esquema de um sensor SPR.



28

FIGURA 2 — ESQUEMA ILUSTRATIVO DO FENOMENO DE RESSONANCIA PLASMONICA DE
SUPERFICIE (SPR). A LUZ PROVENIENTE DA FONTE E REFLETIDA EM UM PRISMA E INCIDE
SOBRE UMA FINA CAMADA METALICA (AMARELO). EM UM ANGULO ESPECIFICO,
DENOMINADO ANGULO DE RESSONANCIA, OCORRE A EXCITAGCAO DOS PLASMONS DE
SUPERFICIE, RESULTANDO EM UMA ABSORCAO CARACTERISTICA DA LUZ REFLETIDA,
FORMANDO UMA BANDA ESCURA NO ESPECTRO REFLETIDO. ESSE PRINCIPIO E
AMPLAMENTE UTILIZADO NA DETECCAO DE INTERAGCOES BIOMOLECULARES EM
BIOSSENSORES SPR.

Plasmon de superficie
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FONTE: O autor (2025).

A sensibilidade dos sensores SPR esta intimamente relacionada ao estado
da superficie do sensor, incluindo sua estrutura, morfologia e composicdao . A
otimizagdo da estrutura da superficie do sensor SPR e a introdugdo de novos
materiais podem aumentar a sensibilidade e melhorar a capacidade de deteccao de
biomoléculas de baixa abundancia 560,73

Entre os métodos de funcionalizagdo, as monocamadas auto-organizadas
(SAMs) se destacam por minimizar a adsorgéo nao especifica e proporcionar uma
imobilizacdo estavel e orientada 197475 A automontagem de moléculas, é a técnica
mais difundida em biossensores opticos 07475 A fim de se obter uma alta eficiéncia
em biossensores, a combinacdo de monocamadas auto-organizadas de alcanotiois
com dendrimeros, e também com 0s nanocompésitos hibridos se apresenta como
uma estratégia promissora.
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2.7 MONOCAMADAS AUTO-ORGANIZADAS (SAM)

O termo "auto-organizadas" refere-se a um processo intrinseco de
automontagem, no qual componentes simples, como atomos, moléculas,
biomoléculas ou estruturas biolégicas basicas, reorganizam-se espontaneamente
para formar estruturas secundarias mais complexas, geralmente sem a necessidade
de intervenc&o externa direta 677,

A formagcdo de monocamadas pode ser realizada de maneira simples,
utilizando diferentes abordagens, como a imersdo do substrato em uma solucao
contendo as moléculas adsorventes, onde ocorre a interacdo espontanea entre as
moléculas e a superficie do substrato 7677 Qutra estratégia envolve a deposi¢do das
moléculas adsorventes na forma de vapor sobre o substrato sélido "®77. Ambas as
técnicas oferecem flexibilidade, sendo escolhidas com base nas propriedades
desejadas para a monocamada e nas caracteristicas do substrato 76’7, Entre as
SAMs, as mais populares devido as suas simplicidades e aplicagbes promissoras em
varios campos da nanotecnologia, s&o as de tidis e ditiol 76.

Assim, o emprego de SAMs (do inglés Self-Assembled Monolayers)
formadas pela adsorcéo de tidis consiste em um dos métodos mais convenientes,
flexiveis e simples, o qual se adequa as propriedades interfaciais de metais, oxidos e
semicondutores 7. Suas caracteristicas, como a elevada estabilidade, estrutura de
superficie uniforme e relativa facilidade de variar os grupos funcionais terminais da
SAMs, permite que essas moléculas controlem a acessibilidade, bem como, a
orientacdo de biomoléculas ligadas 1078,

Dentre os compostos utilizados na formacdo de SAMs, destaca-se a
cisteamina, um tiol de cadeia curta amplamente empregado na imobilizacdo de
biomoléculas devido a presenca simultanea dos grupos —SH (tiol) e —=NH, (amina). O
grupo tiol possui forte afinidade com superficies metalicas, especialmente ouro,
promovendo a ancoragem estavel da molécula. Ja a extremidade com grupo amina
permanece exposta e funcional, atuando como sitio ativo para a imobilizacédo
covalente de biomoléculas por meio de agentes de acoplamento, como glutaraldeido
10,78_

A molécula de cisteamina apresenta uma arquitetura funcional composta por
trés dominios principais: (1) 0 grupo cabeca, constituido por um grupamento tiol (—
SH), responsavel pela forte interagdo covalente com superficies metalicas, como o
ouro; essa afinidade se deve a elevada capacidade do enxofre em doar pares de
elétrons para orbitais vazios do metal, formando ligacées covalentes coordenadas
altamente estaveis, especialmente com metais nobres como ouro (Au), prata (Ag) e
cobre (Cu); (2) a cadeia curta, que contribui para a organizagdo supramolecular e
estabilidade da monocamada automontada (SAM) por meio de interagdes
intermoleculares; e (3) o grupo terminal amina primaria (—NH,), quimicamente
reativo, permitindo a posterior funcionalizacdo da superficie com biomoléculas 7/,
conforme pode ser observado na Figura 3.
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FIGURA 3 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA DA MOLECULA DE
CISTEAMINA, EVIDENCIANDO SEUS TRES DOMINIOS FUNCIONAIS: O GRUPO TIOL (-SH),
RESPONSAVEL PELA ANCORAGEM A SUPERFICIE METALICA; A CADEIA CARBONICA, E O
GRUPO TERMINAL AMINA (-NH,), UTILIZADO NA POSTERIOR FUNCIONALIZACAO.
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(grupos aminas)

FONTE: O autor (2025).

Cada parte da molécula apresenta uma funcédo especifica e determinante
para a estabilidade 7. SAMs tém sido amplamente empregadas na construcdo de
biossensores, especialmente devido a sua homogeneidade, simplicidade de
preparacado e ainda podendo variar tanto os grupos funcionais como o comprimento
das cadeias, sendo extremamente versatil para imobilizacdo de biomoléculas 8.

A integracdo de SAMs com dendrimeros tem se destacado como uma
abordagem promissora, unindo a organizacao e versatilidade funcional das SAMs a
estrutura tridimensional altamente ramificada e multivalente dos dendrimeros. Essa
combinacdo estratégica ndo sé potencializa a eficiéncia de imobilizacdo, como
também oferece maior controle sobre a densidade e a orientacdo das biomoléculas,
resultando em sistemas mais eficazes e robustos para aplicacdes em biossensores.

2.8 DENDRIMEROS

Dendrimeros sao macromoléculas monodispersas que possuem uma
arquitetura tridimensional altamente ramificada e sdo muito bem definidos em termos
de tamanho e nimero de grupos terminais 07981 S3o sintetizados por meio da rota
divergente ou convergente 10.79-81,

A arquitetura dos dendrimeros é composta por um nucleo central, a partir do
qual surgem ramificagdes que formam as camadas internas, constituidas por
unidades repetitivas 8. Essas unidades seguem uma progressdo geométrica,
resultando em uma estrutura organizada em niveis radialmente concéntricos,
conhecidos como geracdes 8. Na superficie do dendrimero, localizam-se os grupos
funcionais terminais, cujo numero cresce exponencialmente com o aumento da
geracdo 8. Além disso, diversas caracteristicas dos dendrimeros podem ser
controladas, incluindo tamanho, forma, flexibilidade, polaridade, topologia,
solubilidade e o tipo e a quantidade de grupos terminais 8.
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Atualmente € relatada na literatura uma grande variedade de dendrimeros
sintetizados, com diferentes estruturas de nucleo, grupos terminais, geracio e grau
de pureza, € tém sido produzidos em escala industrial e estdo disponiveis
comercialmente, fator de suma importancia para disseminacdo dessas moléculas em
estudos envolvendo biossensores, 0 que consequentemente culminou em um
melhor entendimento em relagdo a essas nanoestruturas '98'. Os dendrimeros de
poliamidoamina (PAMAM) foram os primeiros a serem sintetizados, e s&o
extensivamente estudados, devido as suas excelentes e peculiares propriedades
estruturais 88, Na Figura 4 € demonstrado a geometria esférica dos dendrimeros
PAMAM-G3, essas moléculas possuem um nucleo de etilenodiamina e ramificacbes
de amida repetitivas e grupos de amina primaria terminal 84.

FIGURA 4- REPRESENTACAO ESTRUTURAL DA MOLECULA DE DENDRIMERO PAMAM DE
GERACAO 3 (G3) COM NUCLEO DIAMINO E 32 GRUPOS AMINO-TERMINAIS. CADA PARTE DA
MOLECULA REPRESENTADA POR UMA COR E REFERENTE A CADA GERACAO: ZERO (G0),
UM (G1), DOIS (G2) E TRES (G3).

FONTE: O autor (2025).
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A TABELA 1 mostra as principais caracteristicas fisicas dos dendrimeros,
seu didmetro aumenta quase que linearmente com a geragdo, enquanto 0 numero
de grupos funcionais na periferia aumenta exponencialmente 8. Com o aumento da
geracédo do dendrimero, consequentemente ha um aumento entre a distancia entre
os grupos funcionais terminais do dendrimero e, aumentando assim a sua
flexibilidade 8°.

TABELA 1 - CARACTERISTICAS FiSICAS DOS DENDRIMEROS PAMAM DE DIFERENTES
GERACOES

Geracdo Numero de grupos de  Numero de aminas Massa Diametro
superficie terciarias molecular (nm)
0 4 2 537 0,15
1 8 6 1430 2,2
2 16 14 32668 29
3 32 30 6909 3,6
4 64 62 14215 45

FONTE: O autor (2025).

O PAMAM pode apresentar alto grau de ramificagdo, dependendo da
geracdo, e possui propriedades fisico-quimicas distintas, como: capacidade de
automontagem, estabilidade quimica, baixa toxicidade, alta solubilidade aquosa,
reatividade, uniformidade estrutural, geometria globular ou elipsoidal, tamanho
nanométrico e monodispersidade, alta densidade de grupos funcionais na superficie
e elevada permeabilidade das cavidades internas 8848387 Devido a estas
propriedades, o PAMAM tem sido aplicado no encapsulamento e estabilizacdo de
nanoparticulas metalicas.

A funcdo hospedeira do dendrimero na sintese de nanoparticulas metalicas
€ controlada pelos grupos funcionais internos no dendrimero que se coordenam a
superficie das nanoparticulas metalicas 848387 A combinacdo do PAMAM, com
nanoparticulas metalicas representa uma abordagem estratégica na construcéo de
plataformas multivalentes para biossensores. Essa integracao ndo apenas apresenta
o potencial de amplificar o sinal gerado pelo evento de interac&o entre 0 analito e 0
elemento de reconhecimento bioldégico na superficie do biossensor, mas, em muitos
casos, também permite que o proprio metal atue como marcador ou etiqueta,
dispensando o uso de sondas.

2.9 ESTABILIZACAO DE NANOPARTICULAS METALICAS UTILIZANDO
DENDRIMEROS

Crooks et al. & foram os primeiros a relatar a sintese, caracterizacdo e
aplicacbes de nanoparticulas metalicas encapsuladas ou estabilizadas por
dendrimeros 8. A metodologia classica envolve inicialmente a complexag&o dos ions
metalicos com as aminas internas do dendrimero, tipicamente do tipo PAMAM,
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seguida pela redugdo quimica com agentes redutores como borohidreto de sédio,
acido ascorbico ou citrato de sodio 8. Essa abordagem possibilita o controle da
nucleacado e crescimento das nanoparticulas no interior da estrutura tridimensional
altamente ramificada dos dendrimeros.

Diversas rotas alternativas tém sido desenvolvidas para a sintese de DENSs,
envolvendo dendrimeros com diferentes nucleos, geracdes e grupos funcionais de
superficie, combinados com ions metalicos variados, tais como Pt?*, Pd**, Au®**, Ag®,
CU2+, Ni2+, RU3+, Mn2* e Fe3* 84,8594-100,86-93

No dendrimero PAMAM, as aminas terciarias internas desempenham papel
crucial na complexacéo dos ions metalicos, enquanto as aminas primarias terminais
oferecem locais para funcionalizagdo e imobilizacdo de biomoléculas 848588
Contudo, a interacdo entre ions Ag* e dendrimeros PAMAM apresenta
particularidades que dificultam a obtencdo de nanoparticulas de prata (AgDENSs)
estaveis 88107 Estudos indicam que a complexac&o dos ions prata com as aminas
terciarias internas é relativamente fraca, o que resulta em agregacao e precipitacéo
rapida das particulas apos a sintese 8892101,

Além disso, o pH do meio desempenha papel fundamental na estabilidade e
formacédo dos DENSs, pois influencia o estado de protonacdo das aminas e,
consequentemente, o ambiente de coordenacdo dos ions metdlico 892101 Em pH
abaixo de 2, as aminas primarias e terciarias estdo protonadas, gerando repulsdes
eletrostaticas que afastam os ramos do dendrimero e modificam sua conformacéo
8892101 A faixa de pH entre 3 e 7 tem sido apontada como ideal para a obtencéo de
DENs mais estaveis, balanceando a protonagdo dos grupos amina e a eficiéncia da
complexac&o metdlica 8892101,

Outro fator importante na sintese de AgGDENs é a concentragéo relativa dos
jons metalicos ', Em baixas concentragbes, os ions tendem a se ligar
preferencialmente as aminas superficiais do dendrimero, enquanto em
concentracbes maiores ocorre penetracdo dos ions no interior da estrutura,
favorecendo a nucleagao interna das nanoparticulas e impactando sua morfologia e
estabilidade %2,

A integracdo dos dendrimeros PAMAM com nanoparticulas metalicas
configura uma plataforma promissora para o0 desenvolvimento de biossensores, na
qual as nanoparticulas atuam como amplificadores do sinal gerado pela interacéo
analito-receptor, enquanto os grupos amino-terminais dos dendrimeros possibilitam
a imobilizacdo covalente eficiente de biomoléculas.

Além dos nanocompositos metal-dendrimero, materiais bidimensionais (2D)
tém emergido como alternativas inovadoras para a modificagdo de transdutores em
biossensores. Dentre eles, o dissulfeto de molibdénio (MoS,) destaca-se pelas
propriedades fisico-quimicas singulares que promovem a formacdo de filmes
homogéneos sobre superficies metalicas, possibilitando a imobilizacdo direta dos
materiais de reconhecimento sem necessidade de etapas intermediarias.
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2.10 DISSULFETO DE MOLIBDENIO

Desde o isolamento do grafeno em 2004 '°° o interesse por materiais
bidimensionais (2D) aumentou consideravelmente, impulsionado pelas propriedades
excepcionais desse material %4198 Esse interesse ultrapassou o ambito académico,
envolvendo grandes empresas globais, especialmente com o0 avanco da
comercializacdo de dispositivos e produtos a base de grafeno, como sensores,
eletrénicos flexiveis e compésitos avangados 94197 Os materiais bidimensionais se
destacam por sua estrutura unica, que os diferencia dos materiais tridimensionais
convencionais '°°. Nesses materiais, as cargas livres sdo restritas a uma dimenséo,
enquanto tém liberdade de movimento nas outras duas, resultando em propriedades
fisicas e quimicas inovadoras "1°°.

Esse "boom do grafeno" impulsionou a busca por outros materiais 2D com
caracteristicas potencialmente mais ajustaveis, como os dicalcogenetos de metais
de transicdo (DMTs) "% o nitreto de boro hexagonal "%, MXenes "' entre outros
104105107108 Os DMTs tém a férmula geral MX,, onde M representa um metal de
transicéo, como Hf, Ti, Zr, Mo, V, Nb, Ta, W e Re, e X € um calcogénio, como Se, S
ou Te '%4 A versatilidade dos metais de transicdo, combinada com as propriedades
unicas dos calcogénios, resulta em uma ampla gama de propriedades que podem
ser ajustadas com base na composigdo e estrutura %4,

Cada folha DMTs consiste em uma estrutura de trés camadas, na qual um
atomo de metal M esta situado entre duas camadas de atomos X 04105 Essa
configuracado permite a formacéo de fortes ligagdes covalentes entre os atomos M e
X, enquanto a interacdo entre camadas adjacentes, compostas de X-M-X, é
relativamente fraca, dominada pelas forcas de van der Waals 04105112 Eggg
caracteristica facilita sua esfoliacdo, um processo no qual as camadas podem ser
separadas para obter MoS, em formas mono ou poucas camadas 104195,

Entre os dicalcogenetos de metais de transicdo bidimensionais, o MoS,
destaca-se como um dos materiais mais promissores e amplamente pesquisados
104,105,107,108,112 E formado por camadas de atomos de molibdénio intercaladas entre
duas camadas de atomos de enxofre (S-Mo-S), apresentando fortes ligagdes
covalentes dentro das camadas e forcas de van der Waals mais fracas entre as
camadas. 017113 O MoS, possui uma configuracdo cristalina que exibe
polimorfismo, apresentando trés formas distintas: 1T, 2H e 3R, que pertencem a
diferentes grupos de simetria cristalogréafica, Dsd, Dgh e Csi (S¢), respectivamente,
com base na configuragdo atdbmica e no arranjo de empilhamento de camadas
105,112,113_

Todas as variedades polimérficas do dissulfeto de molibdénio tém estruturas
lamelares conforme demostrado na Figura 5. Nesta nomenclatura, o primeiro
numero indica 0 numero de camadas presentes na estrutura, enquanto a letra (T, H
e R) se refere a configuracdo cristalografica especifica '9%'14 A estrutura 1T
representa uma fase metaestavel do MoS, caracterizada por comportamento
metélico e paramagnético ''*. Em comparacdo com a fase 2H, a fase 1T do MoS,
apresenta uma maior densidade de sitios ativos, locais especificos na superficie
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onde ocorrem interacbes quimicas, além de uma condutividade elétrica
significativamente superior, o que contribui para seu desempenho aprimorado em
aplicacbes cataliticas e eletronicas 95113114 Esses sitios ativos incluem bordas
expostas das camadas, defeitos estruturais e, especialmente, vacancias, que séo
posicdes na rede cristalina onde atomos de enxofre ou molibdénio estdo ausentes. A
configuracdo 2H ¢é considerada a mais estavel entre as trés, tornando-a
particularmente interessante para aplicacdes praticas 95113114 A Figura 5 mostra
duas vistas idealizadas de uma monolamela de 2H-MoS2. Em todos os casos, as
lamelas est&o ligadas entre si por for¢cas de van der Waals e empilhadas ao longo do
eixo basal, o eixo "c" 115,

FIGURA 5- ESTRUTURAS POLITIPOS DE MoS:, VISTA SUPERIOR E LATERAL LEVEMENTE
INCLINADA IDEALIZADAS DE UMA MONOLAMELA DE 2H-MoS:.
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FONTE: Adaptada de Wypych ''5.

Entre suas caracteristicas vantajosas, destacam-se a grande area de
superficie especifica e um alto numero de sitios ativos, juntamente com um
espacamento entre camadas de aproximadamente 0,615 nm, o que facilita a difusao
de ions de vérios tamanhos através de sua estrutura '617.
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Sua estabilidade estrutural e propriedades ampliam sua aplicagéo potencial
em varios campos cientificos e tecnologicos, incluindo eletrodos em
supercapacitores "¢ baterias 1811° sensores % e biossensores 17121122 Suas
propriedades sao especialmente atraentes para o desenvolvimento de biossensores,
incluindo dispositivos eletroquimicos 22 e dpticos ©'.

O mecanismo exato de interagcdo entre biomoléculas e 0 MoS,; ainda ndo esta
completamente elucidado. A literatura apresenta diversas abordagens para explicar
essas interacdes interfaciais, que sao governadas por for¢cas nao covalentes,
incluindo interagdes eletrostaticas, forgas de van der Waals, liga¢des de hidrogénio e
interacdes hidrofébicas 60124

Estudos indicam que o dissulfeto de molibdénio (MoS.) possui alta afinidade
por biomoléculas contendo grupos funcionais tiol. Ding et al. ''? demonstraram que
as vacancias de enxofre (S) no MoS, desempenham um papel fundamental na
conjugacao de tiol no plano basal de suas camadas. Além disso, os autores afirmam
que o controle dessas vacancias pode ajustar efetivamente o grau de conjugacéo
com os grupos tiol 60112124 Entretanto no estudo de Xiao, M. et al. %5 foram
analisadas trés proteinas com residuos de cisteina expostos, € apenas uma delas foi
adsorvida ao MoS, com orientagdo preferencial, sem alteragées conformacionais
significativas ou desnaturacdo. Os autores sugeriram que a interagdo nao ocorre
exclusivamente via ligacées dissulfeto, pois, se assim fosse, todas as proteinas
deveriam adotar a mesma orientacdo, a adsorcdo é predominantemente mediada
por interacdes hidrofébicas, com possivel contribuicdo dos grupos tiol '2°.

Peng Zhang et al. ' investigaram a interacdo de 20 aminoacidos padrdo com
uma monocamada de MoS, 24126 Os autores demonstraram que diferentes grupos
funcionais laterais dos aminoacidos contribuem para a variagdo na forgca de
adsorgdo ao MoS2'?4126. Aminoacidos de anel aroméatico ou de cadeia molecular
mais longa apresentam maior afinidade pela monocamada de MoS, '>4'26 Essa
forte afinidade por biomoléculas, observada tanto em aminoacidos quanto em acidos
nucleicos, é ainda mais evidenciada quando se considera 0 DNA de policitosina
(Poly C), que pode ser adsorvido de forma estavel em dicalcogenetos de metais de
transicdo como MoS, e WS,, por meio de forgas de van der Waals '>"'2_ Estudos
indicam que o Poly C apresenta uma adsor¢cdo mais forte do que outros
homopolimeros de DNA em MoS,, o que torna o Poly C uma ancora versatil para
funcionalizacdo dessas superficies, mesmo na presengca de proteinas, acidos
nucleicos e surfactantes concorrentes 27,128,

Além disso, o potencial do MoS2 na funcionalizagdo de superficies foi
demonstrado em um biossensor de ressonancia plasménica de superficie de fibra
optica. Nesse caso, o0s anticorpos monoclonais de E. coli foram imobilizados
diretamente sobre as nanofolhas de MoS,, utilizando interagdes hidrofébicas entre
os anticorpos e a superficie basal das nanofolhas de MoS, '8 Esse método
simplificado, que faz uso das nanofolhas de MoS., permitiu a quantificacéo rapida e
precisa de E. coli '8.

A combinagcdo da Ressonancia Plasménica de Superficie (SPR) com
materiais avangados, como o dissulfeto de molibdénio (MoS,), tem o potencial de
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transformar o campo dos biossensores Opticos. As propriedades excepcionais do
MoS,, tornam-no um material promissor para a modificagdo de sensores SPR. A
introdugédo de MoS, nas superficies de ouro ndo apenas aprimora a sensibilidade
dos biossensores, mas também permite a imobilizacdo direta de biomoléculas,
simplificando o processo de biofuncionalizac&o
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVOS GERAIS

Desenvolvimento de plataformas seletivas, robustas e multivalentes,
empregando alcanotiois, dendrimeros, nanoparticulas metalicas e dissulfeto de
molibdénio (MoS,) para o desenvolvimento de biossensores Opticos e
eletroquimicos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudar as condi¢cdes experimentais da sintese de nanoparticulas de prata
estabilizadas por dendrimeros;

e Caracterizar estrutural, morfolégica e eletroquimicamente nanoparticulas de
prata estabilizadas por dendrimeros;

e Estudar a funcionalizacdo de superficies de ouro empregando monocamadas
automontadas (SAMs) de tidis e sistemas multivalentes formados pelo principio
layer-by-layer, combinando dendrimeros comerciais do tipo poliamidoamina e
nanoparticulas de prata;

e Estudar a imobilizacdo covalente diferentes biomoléculas;

e Desenvolver um imunossensor para detectar anticorpos contra Leishmania
infantum em soro canino;

e Estudar a funcionalizagéo de superficies de ouro utilizando MoS, por meio da
técnica de spin coating;

e Estudar a interac&o de proteinas sobre as plataformas previamente construidas,
utilizando técnicas eletroquimicas;

e Investigar in situ, via SPR, a interacdo de proteinas sobre as plataformas
previamente construidas;

e Utilizar biossensores para a deteccdo de anticorpos em amostras reais de soro

humano e canino, via SPR e eletroquimica.
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Uso de nanoparticulas de prata
estabilizadas por dendrimero PAMAM-G3
para o desenvolvimento de biossensores

Opticos baseados em SPR
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4 EXPLORANDO A VERSATILIDADE DAS PLATAFORMAS DE
NANOPARTICULAS DE PRATA ESTABILIZADAS POR DENDRIMEROS:
SINTESE, CARACTERIZAGAO E IMOBILIZAGAO DE PROTEINAS PARA
APLICAGOES DE BIOSSENSORES 7

4.1 MOTIVACAO PARA REALIZACAO DESTE ESTUDO

A busca por plataformas altamente sensiveis e seletivas para biossensores
tem impulsionado o desenvolvimento de novos materiais nanoestruturados capazes
de aprimorar a detecc¢do. A ressonancia plasmoénica de superficie (SPR) se destaca
como uma técnica promissora por oferecer deteccdo em tempo real, sem
necessidade de marcadores, porém, a funcionalizacdo eficiente do

sensor € um desafio crucial para garantir o desempenho do biossensor.

Nesse contexto, a combinacdo de dendrimeros de poli(amidoamina) e
nanoparticulas de prata (AgDENs) surge como uma abordagem promissora para a
construgdo de interfaces sensiveis e versateis. Os dendrimeros oferecem uma
estrutura bem definida com muitos grupos disponiveis que podem ser
funcionalizados, enquanto as nanoparticulas de prata contribuem para a
amplificacdo da resposta plasménica, potencializando o sinal de detecgéo.

Diante disso, este estudo busca explorar a funcionalizacdo de sensores de
SPR com nanocompdsitos AgDENs para melhorar a imobilizagdo de biomateriais e
expandir as possibilidades de deteccdo. Para demonstrar a aplicabilidade da
plataforma, diferentes proteinas foram imobilizadas, incluindo a proteina
recombinante C1 do protozoario Leishmania infantum, viabilizando o
desenvolvimento de um imunossensor para a detecgdo seletiva de anticorpos contra
leishmaniose visceral em amostras de soro canino.
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4.2 EXPERIMENTAL

A ligacdo dos AgDENSs a superficie de ouro ndo modificada (Au/AgDENS) e
sua ligacdo a superficie previamente modificada com um monocamada de
cisteamina (Au/CIS/AgDENs) foram caracterizadas em tempo real. A
biofuncionalizagcdo dos grupos amino terminais dos AgDENSs foi realizada por meio
de ligagdo covalente com proteinas de estruturas bem estabelecidas e fungdes
importantes. Como sistema modelo, investigamos inicialmente a ligacéo da proteina
CHIP aos grupos amino terminais das plataformas construidas (Au/AgDENs e
Au/CIS/AgDENS) utilizando glutaraldeido como agente de ligac&o. Para caracterizar
cada etapa envolvida na construgdo dos biossensores, analises morfolégicas e
estruturais foram realizadas por meio de espectroscopia ultravioleta-visivel (UV-Vis),
difracao de raios X (XRD), espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier e reflexdo total atenuada (FTIR-ATR), e microscopia eletrbnica de
transmissdo (TEM). Para demonstrar a versatilidade das plataformas propostas no
ancoramento de diferentes biomoléculas, também exploramos a imobilizacdo de
Hsc70, a lipase livre de Candida antarctica (CALB L) e a proteina C1. Pelo que
sabemos, a exploracdo de algumas dessas proteinas como materiais de
bioreconhecimento, por meio de sua imobilizacdo nos materiais propostos, nao foi
reportada na literatura.

4.3 REAGENTES

O nitrato de prata (AgNOz, 99,99%), o dendrimero PAMAM (nucleo de
etilenodiamina, geracdo 3 em solucdo metanol), a cisteamina (CIS, 98%) e o
glutaraldeido (GLU) (solugdo aquosa 25%, (v/v)) foram adquiridos da Aldrich
Chemical (St. Louis, MO, EUA). O cloreto de potassio (KCI), o fosfato dissodico
(Na,HPQ,), o fosfato monopotassico (KH,PO,), o hidroxido de potassio (KOH) e o
cloreto de potassio (KCI) foram adquiridos da LabSynth (Diadema, SP, Brasil). A
solucdo PBS (pH 7.1, 0,1 mol L™) foi preparada pela adi¢do equimolar de 0,1 mol L™
de KH,PO,, Na,HPO, e KCI, e o pH foi ajustado com KOH. A agua deionizada foi
utilizada para preparar a solugcéo apds purificagdo utilizando o sistema Milli-Q. As
proteinas CHIP ' e Hsc70'* foram sintetizadas pelo grupo do Professor Carlos H.1.
Ramos (Instituto de Quimica, Universidade Estadual de Campinas, Campinas,
Brasil), e as diluigbes foram feitas utilizando o tampé&o PBS a pH 7. Para a proteina
CHIP e Hsc70, as concentragbes usadas foram 1 mg mL™ e 50 mg mL™,
respectivamente.

A enzima utilizada foi a lipase livre comercial de Candida antarctica
(Lipozyme CALB Ls) da Novozymes Latin America (Araucaria, PR, Brasil). A enzima
foi utilizada sem purificac&o adicional, e a solugao foi preparada diluindo 0,037 mL
da enzima em 25 mL de tampéao PBS a pH 7,1. A proteina recombinante C1, que &
uma proteina hipotética do protozoario Leishmania infantum, foi sintetizada pelo
Laboratorio 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 cé&es naturalmente infectados com o antigeno de Leishmania
infantum de regidées endémicas de Belo Horizonte, Brasil. Para essas amostras, os
diagnosticos foram realizados usando os métodos sorologicos IFAT e ELISA no
Laboratdrio de Leishmaniose da UFMG. Para controles negativos, amostras de soro
canino foram obtidas de cdes saudaveis alojados em uma area ndo endémica.

4.4 SINTESE DE NANOPARTICULAS DE PRATA ESTABILIZADAS POR
DENDRIMERO

Os coloides de prata estabilizados por dendrimero (AgDENs) foram
preparados de acordo com relatérios anteriores 9293102 |njcialmente, uma solucdo
aquosa de AgNO; com concentracdo de 0,1 mol L™ a pH 5,7 foi preparada e
utilizada como solucdo estoque. Em seguida, a solucdo foi diluida para obter
concentragbes de Ag* de 0,05, 0,5 e 1 mmol L™. A solugéo diluida de AgNO; foi
adicionada a uma solu¢édo de dendrimero PAMAM com nucleo de etilenodiamina,
geracao 3, em concentracdo fixa de 0,05 mmol L™ em uma cubeta de quartzo. As
solucdes 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 centrifugacédo durante 15 minutos a uma velocidade de 7500 rpm, € o
processo foi repetido.

4.5 SINTESE DE NANOPARTICULAS DE PRATA ESTABILIZADAS POR CITRATO

As nanoparticulas de prata estabilizadas por citrato foram preparadas
utilizando o método de Turkevich. A solugdo aquosa de AgNO; (1 mmol L™) foi
aquecida até atingir uma temperatura de cerca de 105 °C. Em seguida, a solu¢do de
citrato de sédio (1 mmol L™) a pH 9 foi injetada rapidamente na solugcéo de AgNOs.
O aquecimento foi continuado por mais 15 minutos e, em seguida, a solugéo foi
resfriada em um banho de gelo. A mistura foi entdo submetida a centrifugacéo,
resultando na separagdo do precipitado, que foi posteriormente lavado com agua
ultrapura. Esse processo de lavagem foi repetido sete vezes. Finalmente, o
precipitado foi disperso novamente em agua ultrapura para analise subsequente.

4.5.1 Modificagdo do eletrodo de ouro usando as nanoparticulas de prata
estabilizadas por dendrimero PAMAM-G3 para caracterizagbes
eletroquimicas

Antes da modificagdo, os substratos de ouro passaram por uma etapa de
limpeza rigorosa para garantir a remocao de impurezas e contaminantes.
Inicialmente, os substratos foram tratados com solugdo piranha (mistura de acido
sulfurico concentrado e perdxido de hidrogénio. Em seguida, os substratos foram
submetidos a sonicacdo em acetona e posteriormente com isopropanol para eliminar
residuos remanescentes. Apds a limpeza, a superficie de ouro foi seca sob fluxo de
gas nitrogénio (N,). Sob a superficie de Au limpa, 5 uL da solugédo de AGDENSs foram
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depositadas sobre a superficie limpa e ndo modificada, deixando reagir a
temperatura ambiente, sob protecdo contra luz, por 16 horas. Em seguida, o
substrato foi lavado com agua ultrapura e seco novamente com fluxo de N.,.

4.5.2 Modificacdo do eletrodo de ouro com cisteamina e as nanoparticulas de prata
estabilizadas por dendrimero PAMAM-G3 para caracterizagbes
eletroquimicas

A monocamada de cisteamina (CIS-SAM) foi formada pela adsor¢éo direta
da cisteamina sobre a superficie de ouro. Imediatamente apds a limpeza, a
superficie de ouro foi imersa em uma solucéo etandlica de CIS com concentracéo de
1 mmol L, durante 4 horas. Apds esse periodo, a superficie foi entdo lavada com
etanol e agua e seca sob fluxo de N2 puro. A ativagdo dos grupos anino-terminais da
CiS-SAM foi realizada pela adicéo de 5 yL de uma solug&o aquosa de glutaraldeido
(GLU, 1 % g/v) durante 15 minutos, por fim, sobre a superficie ativada foi adicionado
5 uL da solucdo de AgDENSs e incubado por 16 horas, em temperatura ambiente ao
abrigo da luz.

4.5.3 Espectroscopia no Ultravioleta Visivel (UV-VIS)

A caracterizacido Optica da suspenséo foi realizada por espectroscopia na
regido do ultravioleta-visivel (UV-Vis), utilizando um espectrofotdbmetro Shimadzu,
modelo UV-2450, pertencente ao Grupo de Quimica de Materiais (GQM — UFPR). A
amostra foi transferida para uma cubeta de quartzo com caminho &éptico de 1 cm,
previamente limpa com etanol e agua ultrapura, a fim de evitar interferéncias pticas.
As analises foram conduzidas no modo de absorbancia, cobrindo a faixa espectral
de 200 a 800 nm, com passo espectral de 1 nm.

4.5.4 Difracdo de raios X (DRX)

Os difratogramas de raios X das amostras foram obtidos em um
difratbmetro da marca Shimadzu, modelo XRD-6000 (GQM - UFPR), utilizando
radiacdo CuKa (A = 1,5418 A). As andlises foram realizadas na faixa de 26 de 25° a
50°, com passo de varredura de 0,07°. As amostras foram preparadas por
dropcasting sobre substratos de vidro previamente limpos. Apds a deposicéo, os
filmes foram secos em estufa a 100 °C por 1 hora.

4.5.5 Microscopia eletronica de transmisséo (MET)

As imagens de microscopia eletrénica de transmissdo (MET) foram obtidas
depositando-se uma gota da amostra, dispersa em agua a uma concentracéo
adequada para visualizacdo, sobre grades de cobre revestidas com filme fino de
carbono amorfo, que atua como suporte para a amostra. Apds a deposicdo, as
amostras foram secas em ambiente controlado a temperatura ambiente para
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remogdo do solvente. As imagens foram coletadas em um microscépio JEOL
operando a 120 kV.

4.5.6 Ressonancia de plasmons de superficie (SPR)

As medicbes de Ressonancia Plasménica de Superficie (SPR) foram
realizadas utilizando o instrumento Autolab Springle (Eco Chemie, Holanda) para
analisar interacdes biomoleculares em tempo real. O sistema opera no modo de
reflexdo interna total atenuada (ATIR), empregando a configuragéo de Kretschmann.
Neste arranjo, um feixe de luz p-polarizado € direcionado através de um prisma de
vidro com alto indice de refracdo, em um angulo especifico que permite a reflexéo
interna total na interface vidro-metal. Essa configuracdo possibilita a excitacdo de
plasmons de superficie (oscilagdes de elétrons livres na interface metal-dielétrica). O
sensor SPR consistia de um disco de vidro com um indice de refracdo compativel
com o do prisma, garantindo o acoplamento &ptico ideal. Esse disco foi recoberto
com um filme de ouro nanométrico (50 nm), formando a superficie sensivel
responsavel pela deteccdo de variacbes no indice de refracdo induzidas por
interacdes biomoleculares.

O instrumento possui uma célula de fluxo com capacidade de 300 L,
permitindo o controle preciso da injegdo da amostra sobre a superficie sensivel. Um
laser de hélio-nebnio (He-Ne) com comprimento de onda de emissédo de 670 nm
serve como fonte de radiagdo, proporcionando um feixe de luz estavel e
monocromatico essencial para a excitagdo da ressonancia. A intensidade da luz
refletida € monitorada continuamente por um detector fotodiodo, capturando
mudan¢as no angulo SPR a medida que o indice de refragdo varia na interface
metal-dielétrica. Os experimentos foram realizados a uma temperatura controlada de
23 +1°C.

Os sensores SPR ndo modificados e modificados com MoS2, na
auséncial/presenca da proteina, foram analisados por espectroscopia Raman. O
equipamento WITec Alpha 300R, com laser de 532 nm, lentes objetivas de 50x com
poténcia de 0,5 mW, foi utilizado e o intervalo espectral analisado variou de 25 a
3800 cm™'. Foram obtidos cinco espectros por amostra em diferentes pontos, com 30
acumulacdes de 2 segundos cada.

4.5.7 Voltametria ciclica (VC)

As medidas eletroquimicas 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'. Um fio de Pt foi utilizado como contra-eletrodo e um
eletrodo de Ag/AgCl como referéncia, uma solugcdo de PBS foi utilizado como
eletrélito de suporte.
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5 RESULTADOS E DISCUCOES
5.1 ESPECTROSCOPIA UV-VIS

A primeira indicacdo da formacdo de nanoparticulas de prata estabilizadas
por dendrimeros (AgDENs) foi a mudanga na cor das solugdes. Inicialmente
transparentes, as solugbes tornaram-se amarelo-claro apdés a fotorreducéo,
conforme mostrado na Figura 6a. Todo o processo de producdo de AgNPs foi
acompanhado por espectroscopia UV-Vis, pois as AgNPs exibem as bandas
plasmonicas caracteristicas na regido visivel do espectro eletromagnético 31132, As
Figuras 6b, 6¢ e 6d evidenciam os resultados obtidos para as diferentes propor¢cdes
de Ag" no material (AgDENS). Para esses processos, Iinicialmente os espectros de
absorcdo UV-Vis mostraram apenas a banda caracteristica do dendrimero em 285
nm, atribuida & transicdo -1m* do grupo carbonila (C=0) '®. Apés a fotorreducéo,
uma nova banda apareceu em 410 nm, atribuida a Ressonancia Plasmoénica de
Superficie Localizada (LSPR) originada de oscilagbes coletivas de elétrons livres nos
AgNPs ©1.96-98,100,133-137 - Ag formas simétricas dessas bandas de plasmon sugerem
ainda que elas sdo estruturas bem dispersas e esféricas 91:96,138,97,98,100,133-137

Uma analise comparativa da banda de 410 nm em diferentes sistemas
revela um aumento notavel em sua intensidade relativa. Esse aumento pode sugerir
crescimento tanto no tamanho das nanoparticulas quanto na quantidade de metal
presente. O tamanho médio e a distribuicdo de tamanho, conforme observado pela
microscopia eletrénica de transmissdo (MET) na Figura 6, sdo semelhantes para
ambos os sistemas. E possivel correlacionar o aumento da intensidade com o uso
de uma maior concentracdo de prata durante o processo de sintese. Esses
resultados estdo em linha com o observado por Endo et al. '*°* Adicionalmente, o
aumento da razdo de concentragdo de Ag® na formacédo dos nanocompdsitos n&o
apresentou influéncia significativa na posicdo dessa banda, o que também foi
relatado por Kéki et al 139
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FIGURA 6 — (a) IMAGENS DAS SOLUCOES OBTIDAS AO FINAL DA SINTESE PARA AS
DIFERENTES PROPORCOES ESTUDADAS SAO APRESENTADAS. AS BARRAS DE CORES
REPRESENTAM AS RESPECTIVAS COLORACOES NOS ESPECTROS CORRESPONDENTES. A
BARRA E A CURVA VERMELHAS REPRESENTAM OS AgDENs (1:1), A BARRA E A CURVA
ROSAS REPRESENTAM OS AgDENSs (10:1) E A BARRA E A CURVA VERDES REPRESENTAM
0OS 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 relacdo a banda de 285 nm, ainda ha algumas questdes que requerem
esclarecimentos, apesar da documentagcdo substancial. Os artigos disponiveis
mostram discrepancias em alguns aspectos, € mais investigacao é necessaria para
entender completamente o aparecimento e desaparecimento dessa banda, bem
como sua intensidade e mudancga 91:96,140,141,87,88,100133-137 ' Eqymj et al.®® inicialmente
atribuiram essa banda a formagcdo de certos compostos carbonilicos,
especificamente aldeidos, que sédo formados quando o dendrimero € exposto a
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radiacdo UV 9140 Sabe-se que aldeidos alifaticos, como propionaldeido,
isobutiraldeido e pivalaldeido, exibem bandas UV-Vis na regido de 283-285 nm
140142143 No entanto, Pande e Crooks % demonstraram que essa banda surge
exclusivamente de dendrimeros intactos ou quase intactos, em vez de fragmentos .
Os autores também sugerem que essa banda € condicionada pela protonagéo e
desprotonacdo das aminas terciarias do dendrimero. Especificamente, de acordo
com os autores, as aminas terciarias sdo protonadas em pH baixo, e a banda de
280-285 nm estd ausente %14 No entanto, quando esses grupos sé&o
desprotonados em pH mais alto, essa banda aparece °. Esses resultados
contrastam com os relatados por Wang et al. '4°, em que os autores mostraram
espectros de absor¢édo UV-Vis de PAMAM-G2 em niveis de pH variando de 3a 8. O
dendrimero exibiu uma banda de absorcdo em 285 nm em pH 3. A medida que o pH
aumentava, a intensidade de absor¢éo diminuia. Quando atingiram pH 8, a banda de
absorcdo de 285 nm quase desapareceu. Os autores n&o forneceram uma
explicacdo para essa discrepancia.

A influéncia da concentragdo de Ag* na formacdo de nanocompdésitos foi
avaliada; antes da reducgédo, observamos que a adicdo de ions Ag® a solugdo de
dendrimero resultou em uma diminuig&o na intensidade da banda de 285 nm (Figura
7), essa diminuicdo na intensidade da banda esta associada a coordenacéo de ions
Ag* com o dendrimero %, Apds a reducdo, ha um ligeiro deslocamento dessa banda
em direcdo a comprimentos de onda mais curtos. Além disso, observamos uma
proporcionalidade direta entre o aumento da intensidade dessa banda apds a
reducdo e a concentracdo de Ag*. Esse fenbmeno também foi relatado por outros
autores ao utilizar Au®>* em vez de Ag* '%.
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FIGURA 7 — ESPECTROS UV-Vis DO PAMAM-G3 E DAS NANOPARTICULAS DE PRATA
ESTABILIZADAS POR DENDRIMEROS (AgDENs) EM DIFERENTES PROPORCOES (ANTES E
APOS A REDUCAO): (a) PROPORCAO 1:1, (b) PROPORCAO 10:1, E (c) PROPORCAO 20:1.
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FONTE: O autor (2025).

Para investigar o impacto da radiagdo na estrutura dos dendrimeros,
expusemos uma solugdo com a mesma concentracdo usada na sintese a radiagao
UV por 60 minutos. Registramos os espectros antes e depois da exposi¢ao (Figura
8). Os espectros dos dendrimeros ap6s a exposicdo a radiagdo revelaram um
aumento na intensidade da banda de 285 nm. Esse aumento na intensidade é
provavelmente devido ao incremento da concentracdo na solugdo, resultante da
evaporagao da agua durante o tempo de irradiagéo. A observacao € que a banda
permanece inalterada, indicando que a radiacdo UV nao degrada a estrutura dos
dendrimeros.

Ressonancias de plasmon de superficie em nanoparticulas metalicas tém
atraido interesse significativo, tornando-as relevantes para uma ampla gama de
aplicagbes, principalmente devido ao aumento significativo do campo
eletromagnético proximo a superficie do metal '“6. Conforme anteriormente
discutido, as ressonéancias plasmoénicas sao altamente sensiveis as variagdes no
tamanho, morfologia e nas caracteristicas do ambiente dielétrico circundante das
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nanoparticulas 147,148 Assim, atribuimos o aumento da intensidade nessa banda a
280 nm, principalmente a mudan¢a no ambiente dielétrico local das nanoparticulas
de prata apds a formacg&o do nanocompodsito ®/. As observacgdes relatadas acima,
com base nos espectros de absor¢do UV-Vis, em relagdo ao tamanho e a
distribuicdo de tamanho, foram confirmadas pelas técnicas de e MET e DRX, veja
Figuras 10 e 11, respectivamente.

FIGURA 8 — ESPECTROS DE UV-Vis DO PAMAM G3 (0,05 mmol L") ANTES E APOS A
EXPOSICAO A RADIACAO UV (8W, A = 256 nm).
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FONTE: O autor (2025).

O maximo em absorbancia e também a largura a meia altura da banda
plasmon dependem de diversos de fatores, entre eles podemos destacar o tamanho
médio, a distribuicdo de tamanhos e o formato de nanoparticulas 4. A anadlise das
solugbes de AgDENs em diferentes dias apos a sintese (Figura 9), mostra um
alargamento gradual na banda em 410nm, ao longo dos dias, para ambos 0s
sistemas estudados. Para a propor¢céo (20:1), € observado ainda o deslocamento
dessa banda plasmon para regides de menor energia. Esse alargamento e
deslocamento pode ser explicado como um aumento gradual no didmetro das
nanoparticulas  inicialmente  sintetizadas, consistindo em uma  maior
aglomeracéo/agregacéo %°.
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FIGURA 9 — ESPECTROS DE UV-VIS DAS NANOPARTICULAS DE PRATA ESTABILIZADAS POR
DENDRIMEROS, APOS A REDUCAO E EM DIFERENTES DIAS APOS A REDUCAO, NAS
PROPORGCOES (a) 1:1, (b) 10:1E (b) 20:1.
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FONTE: O autor (2025).

5.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (MET)

A microscopia eletronica de transmissado (MET) € uma técnica poderosa,
possibilita a distincdo da morfologia e do tamanho de diferentes tipos de
nanoparticulas, sintetizadas por variados métodos '°. As imagens obtidas por MET
das AgDENs sao mostradas na Figura 10, o software ImageJ foi usado para medir o
didmetro das AgDENSs. Para o sistema (1:1) o tamanho das nanoparticulas variou de
aproximadamente 4 a 17 nm (média: 8 nm), ja para o sistema (10:1) o tamanho das
nanoparticulas variou de 4 a 10 nm (média; 5 nm), e finalmente para o sistema
(20:1) o tamanho das nanoparticulas variou de 4 a 16 nm (média; 7 nm).

Uma comparagao das imagens confirma que o uso de baixas concentragbes
de Ag* leva a formacéo de aglomerados de nanoparticulas maiores, este resultado
corrobora com os relatados anteriormente por LI et al. '92. A localizagdo das
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nanoparticulas na estrutura dos nanocompaositos formados € um ponto discordante
na literatura, alguns autores afirmam que as Nps sao estabilizadas no interior das
macromoléculas, especificamente nos grupos animas terciarias, enquanto outros
afirmam que as Nps se coordenam as aminas primarias do dendrimeros, a parte
mais reativa da macromolécula.

Levando em consideracdo que o didmetro ideal da esfera de dendrimero
PAMAM-G3 é de 36 nm ® no entanto, a andlise das imagens mostra que os
tamanhos médios das AgDENs chegam a ser mais de 2 vezes maior que o diametro
hidrodindmico do dendrimero, ndo € esperado que o nucleo do dendrimero seja
maior que seu didmetro hidrodinamico '®'. O que sustenta a ideia que as AgNps se
estabilizam tanto nos grupos mais reativos do dendrimero (aminas terminais),
quanto nos grupos internos, conforme mostrado por FTIR-ATR (Figura 12). Também
€ pertinente mencionar que o presente estudo foi realizado com o dendrimero de
geracdo 3, e estes possuem uma menor densidade de grupos terminais em
comparacdo com o0s dendrimeros de geracbes mais altas, consequentemente
possuem uma forma mais aberta, o que permite a complexacédo de ions metalicos
tanto na sua periferia quanto internamente 102,
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FIGURA 10 - (a) E (b) IMAGENS DE MET DAS AgDEN (1:1), (¢) E (d) IMAGENS DE MET DAS
AgDEN (10:1), (¢) E (f) IMAGENS DE MET DAS AgDEN (20:1).
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5.3 DIFRATOMETRIA DE RAIOS-X (DRX)

A natureza cristalina das nanoparticulas foi confirmada pela analise de DRX,
como mostrado na Figura 11. O difratograma de DRX para ambos os sistemas exibiu
picos em 20 = 38,14°, que representa o plano (111) da prata cubica de face
centrada. No entanto, os picos de difracdo séo largos, o que indica tratar-se de
estruturas bastante pequenas, confirmando a observacao anterior. A medida que a
concentracao de prata diminuiu, nao foi possivel observar o pico utilizando o0 mesmo
volume na preparacdo das amostras. A equacéo de Debye-Scherrer foi usada para
se obter o tamanho médio do cristalito, dado por d= kA/B cos 6, em que, d é o
tamanho médio dos dominios ordenados (cristalinos), que podem ser menores ou
iguais ao tamanho do grao, K € um fator de forma adimensional, com um valor
préximo a unidade. O fator de forma tem um valor tipico de cerca de 0,95, mas varia
com a forma real do cristalito; A € o comprimento de onda dos raios X, B € a largura
a meia altura do pico de intensidade maxima (FWHM) e 6 é o angulo de Bragg '%2. O
tamanho médio das AgNps foi estimado para o sistema 20:1, e é de
aproximadamente 3,5 nm.

FIGURA 11 — PADROES DE DIFRACAO DE RAIOS-X DAS NANOPARTICULAS ESTABILIZADAS
POR DENDRIMERO NAS PROPORCOES 1:1, 10:1 E 20:1.
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FONTE: O autor (2025).



54

5.4 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE
FOURIER MODO DE REFLEXAO TOTAL ATENUADA (FTIR-ATR)

A analise FTIR-ATR foi realizada para entender e monitorar a coordenagéo
de ions metalicos com PAMAM-G3. Além disso, a presenca de varios grupos
funcionais na superficie das nanoparticulas sintetizadas foi confirmada 871°3. Qs
espectros de PAMAM-G3, AgDENs antes e depois da fotorredugéo sao ilustrados
nas Figuras 12a e 12b. O espectro do PAMAM-G3 revela bandas caracteristicas,
amplamente descritas na literatura 86100.151.153-159 ° Ag pandas em 3270 cm-' e 3078
cm™! estdo associadas ao estiramento simétrico e assimétrico de N-H em aminas
primarias, enquanto as bandas em 2936 cm™' e 2840 cm™ s&o atribuidas as
vibracbes de estiramento assimétrico e simétrico de CHz, respectivamente
86,100,151,153—159_

A banda de absorcdo em 1634 cm™ ¢ atribuida as vibragdes de estiramento
C=0 (amida 1), enquanto a banda centrada em 1555 cm™ é atribuida as vibragGes de
estiramento C-N / vibragdo N-H (amida II) 190158161 Esta (ltima banda corresponde
a amida dos ramos do dendrimeros, servindo como a principal caracteristica da
conformacé&o do ramo '*°. Vibragdes de estiramento de C-N pode ser observado em
1325 cm' e 1467 cm-' & e finalImente, 0 modo de deformacgé&o angular do CH2 pode
ser observado em 1436 cm-' 151,

A analise dos espectros antes da reducdo mostra que as bandas
originalmente presentes no PAMAM-G3 exibem uma reducdo significativa na
intensidade e desaparecem do espectro (Figura 12a). Os dendrimeros PAMAM tém
uma alta disponibilidade de grupos funcionais que podem participar de reacbes com
ions Ag* '4°. Portanto, essa observacao foi atribuida & coordenacéo de ions Ag* com
0s grupos disponiveis dentro da estrutura do dendrimero. A literatura relata que
inicialmente os ions Ag* coordenam-se com as aminas primarias externas presentes
na estrutura do dendrimero e, apdés a reducdo, penetram no interior da
macromolécula 102162,

Os espectros FTIR-ATR de solugbes de nanoparticulas de prata
estabilizadas por dendrimero (Figura 12b) s&o ligeiramente diferentes quando
comparados a solu¢des de dendrimero puro. Para ambos os sistemas estudados,
houve uma mudanga nas bandas atribuidas a amida | e estiramento C-N apéds a
reducdo. Nenhuma mudanca significativa foi observada nas bandas restantes apés a
reducao. Essas alteragcbdes sugerem o envolvimento do grupo amida na interacéo
com nanoparticulas de prata, conforme relatado por outros autores 86:87,151,163-165
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FIGURA 12 — ESPECTROS DE TRANSFORMADA DE FOURIER NO INFRAVERMELHO, MODO DE
REFLETANCIA TOTAL ATENUADA (FTIR-ATR): (a) PAMAM-G3 E AgDENs ANTES DA REDUCAO,
E (b) PAMAM-G3 E AgDENs APOS A REDUCAO.

a
— PAMAM-G3 —— AgDEN (10:1) antes da redugio —— PAMAM-G3 ——AgDEN(10:1) apés a redugéo
AgDEN(20:1) ap6s a redugdo

—— AgDEN (1:1) antes da redugao—— AgDEN (20:1) antes da redugaol ——AgDEN(1:1) ap6s a redugéo
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FONTE: O autor (2025).

5.5 CARACTERIZACOES ELETROQUIMICAS
5.5.1 Modificacao do eletrodo de ouro

Depois de estabelecer a estrutura das nanoparticulas, a voltametria ciclica
foi realizada em tampao PBS pH 7,1 para investigar o comportamento eletroquimico
das AgDENs sobre a superficie de ouro, visando uma futura aplicacédo
eletroanalitica. A modificacdo do eletrodo de ouro foi realizada de acordo com o
procedimento descrito na segao 4.1.2. O eletrodo modificado foi submetido a 150
ciclos consecutivos a velocidade de varredura de 10 mV s, em um intervalo de
potencial entre -0.1 V a +0.25 V, a fim de se observar a sua estabilidade
eletroquimica (Figuras 13, 14 e 15). Em ambos os sistemas, observa-se um unico
par de picos redox, indicando um processo eletroquimico caracteristico e bem
definido. O pico de oxidacéo, localizado em 0,15 V, é atribuido a formacéo de cloreto
de prata (AgCl) a partir da prata metalica, enquanto o pico de reducéo, observado
em 0,04 V, corresponde a reducdo do AgCI de volta a forma metalica 97166167,

Para ambos os sistemas é observado uma gradativa diminuicdo das
correntes do par redox ao longo dos ciclos, demonstrando que ha uma certa
instabilidade do filme formado, fator fundamentalmente importante, uma vez que
pode comprometer o sucesso da aplicacdo do material na construcido de
biossensores eletroquimicos 68,
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FIGURA 13 — (a) VOLTAMOGRAMAS CiCLICOS DO ELETRODO DE OURO MODIFICADO COM
AgDEN (1:1) UTILIZANDO A VELOCIDADE DE VARREDURA DE 10 mV s™' EM UM INTERVALO DE
POTENCIAL DE -0,1 V A +0,25 V (TAMPAO PBS pH 7, 0,1 mol L"), (b) RELACAO ENTRE AS
INTENSIDADES DAS CORRENTES ANODICAS E CATODICAS E O NUMERO DE CICLOS
VOLTAMETRICOS.
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FONTE: O autor (2025).
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FIGURA 14 —(a) VOLTAMOGRAMAS CiCLICOS DO ELETRODO DE OURO MODIFICADO COM
AgDEN(10:1) UTILIZANDO A VELOCIDADE DE VARREDURA DE 10 mV s' EM UM INTERVALO
DE POTENCIAL DE -0,1 V A +0,25 V (TAMPAO PBS pH 7, 0,1 mol L"), (b) RELACAO ENTRE AS
INTENSIDADES DAS CORRENTES ANODICAS E CATODICAS E O NUMERO DE CICLOS
VOLTAMETRICOS.
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FIGURA 15 —(a) VOLTAMOGRAMAS CiCLICOS DO ELETRODO DE OURO MODIFICADO COM
AgDEN(20:1) UTILIZANDO A VELOCIDADE DE VARREDURA DE 10 mV s' EM UM INTERVALO
DE POTENCIAL DE -0,1 V A +0,25 V (TAMPAO PBS pH 7, 0,1 mol L), (b) RELACAO ENTRE AS
INTENSIDADES DAS CORRENTES ANODICAS E CATODICAS E O NUMERO DE CICLOS
VOLTAMETRICOS.
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A anadlise dos voltamogramas revelou que, apesar da presenca 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 eletroquimica. Esse comportamento sugere que o filme de nanoparticulas
de prata estabilizadas por dendrimeros (AgDENSs) sofre degradacéo ao longo dos
ciclos de varredura, possivelmente em decorréncia de processos de lixiviacdo. Tal
limitagdo € particularmente relevante no desenvolvimento de sensores
eletroquimicos, nos quais a estabilidade ao longo dos ciclos é fundamental para
assegurar respostas analiticas reprodutiveis e confiaveis. Portanto, torna-se
evidente a necessidade de estratégias que promovam maior adesdo e integridade
do filme, a fim de viabilizar aplicagbes praticas.

5.5.2 Modificacdo do eletrodo de ouro com cisteamina e com as nanoparticulas de
prata estabilizadas por dendrimero PAMAM-G3

Com o objetivo de aprimorar a estabilidade do filme, foi explorado o método
LbL sobre a superficie de ouro, conforme o procedimento descrito na secéo 4.5.2. A
analise dos resultados (Figuras 16, 17 e 18) revela que, para ambos os sistemas, ha
dois processos de oxidacao centrados em 0,15 V e 0,17 V (pico | e pico Il
respectivamente), além de um unico processo de reducédo a 0,01 V. O pico em 0,15V
é atribuido as nanoparticulas de prata que estdo mais internamente estabilizadas na
estrutura do PAMAM-G3, enquanto o pico em 0,17 V pode ser relacionado as
nanoparticulas de prata localizadas na parte externa da estrutura do dendrimero.
Isso corrobora a ideia de que a prata se liga as aminas primarias e terciarias do
PAMAM-G3. A analise das correntes de oxidacéo e redugdo em funcéo do numero
de ciclos para os sistemas mostra que, apds aproximadamente o 70° ciclo
voltamétrico, observa-se estabilidade nas correntes de oxidagdo e redugdo para
ambos os sistemas estudados (Figuras 16b, 17b e 18b).
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FIGURA 16 — (a) VOLTAMOGRAMAS CICLICOS DO ELETRODO DE OURO MODIFICADO COM
CIS-SAM e AgDEN (1:1) UTILIZANDO A VELOCIDADE DE VARREDURA DE 10 mV s EM UM
INTERVALO DE POTENCIAL DE -0,1 V A +0,25 V (TAMPAO PBS pH 7, 0,1 mol L"), (b) RELAGCAO
ENTRE AS INTENSIDADE DAS CORRENTES ANODICAS E CATODICAS E O NUMERO DE
CICLOS VOLTAMETRICOS.
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FIGURA 17 — (a) VOLTAMOGRAMAS CICLICOS DO ELETRODO DE OURO MODIFICADO COM
CIS-SAM e AgDEN (10:1) UTILIZANDO A VELOCIDADE DE VARREDURA DE 10 mV s EM UM
INTERVALO DE POTENCIAL DE -0,1 V A +0,25 V (TAMPAO PBS pH 7, 0,1 mol L"), (b) RELAGCAO
ENTRE AS INTENSIDADE DAS CORRENTES ANODICAS E CATODICAS E O NUMERO DE
CICLOS VOLTAMETRICOS.
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FIGURA 18 — (a) VOLTAMOGRAMAS CICLICOS DO ELETRODO DE OURO MODIFICADO COM
CIS-SAM e AgDEN (20:1) UTILIZANDO A VELOCIDADE DE VARREDURA DE 10 mV s EM UM
INTERVALO DE POTENCIAL DE -0,1 V A +0,25 V (TAMPAO PBS pH 7, 0,1 mol L"), (b) RELAGCAO
ENTRE AS INTENSIDADE DAS CORRENTES ANODICAS E CATODICAS E O NUMERO DE
CICLOS VOLTAMETRICOS.
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As plataformas formadas pelo método LbL apresentam limitacbes
significativas para o desenvolvimento de biossensores eletroquimicos. Apesar de
uma estabilizacdo observada nas correntes de oxidacdo e reducdo apds
aproximadamente 70 ciclos voltamétricos, a baixa intensidade da corrente redox
gerada compromete a sensibilidade do sistema. Isso dificulta substancialmente a
deteccdo de analitos em baixas concentragbes, particularmente em amostras
complexas e reais.
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56 USO DA TECNICA DE SPR PARA MONITORAMENTO /N SITU DA
INTERACAO DE PAMAM-G3 E DOS NANOMATERIAIS COM SUPERFICIES
DE OURO

Sensorgramas (ABspr vs tempo) foram obtidos (Figura 19) para os
processos de interagédo envolvendo diferentes razées molares de AgDENSs (1:1, 10:1
e 20:1), dendrimero PAMAM-G3 (DEN) e nanoparticulas de prata estabilizadas por
citrato (AgCIT). A inclusdo do sistema AgQCIT foi fundamental para servir como
controle comparativo, permitindo avaliar de forma precisa o papel do dendrimero na
afinidade e na cinética de ligagdo do nanocompédsito com a superficie do sensor
SPR.

FIGURA 19 — SENSORGRAMAS OBTIDOS EM TEMPO REAL MOSTRAM A INTERACAO ENTRE
DIFERENTES MATERIAIS E O CHIP SENSOR SPR, APRESENTANDO SUAS FASES TIPICAS: A
LINHA DE BASE OBTIDA COM H20, A FASE DE LIGACAO DOS DIFERENTES MATERIAIS, A
FASE ESTACIONARIA E A FASE DE LAVAGEM. A CURVA EM PRETO CORRESPONDE AO
PAMAM-G3, A CURVA EM VERMELHO CORRESPONDE AO NANOCOMPOSITO NA
PROPORCAO 1:1, A CURVA EM AZUL PARA UMA PROPORGAO 10:1 E A CURVA EM VERDE
PARA UMA PROPORGCAO 20:1. A CURVA EM ROXO CORRESPONDE AS NANOPARTICULAS DE
PRATA ESTABILIZADAS COM CITRATO (AgCIT).
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500 - Au/AgDEN (10:1)

Au/AgDEN (20:1)
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FONTE: O autor (2025).
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Para o dendrimero PAMAM-G3 e para as AGDENs, mesmo ap0s a etapa de
lavagem, observa-se apenas uma leve diminuicdo nas variagbes do angulo de
ressonancia (ABspr). Por outro lado, observa-se que para as nanoparticulas de prata
protegidas por citrato (AgCIT), ha uma diminuicéo significativa em A8sprme, caindo
abaixo da linha de base pré-estabelecida. Isso demonstra que ndo houve interacéo
significativa entre a superficie de Au e AgCIT. A maior estabilidade observada para
PAMAM-G3 e AgDENSs pode ser explicada por dois fatores, como demonstrado por
Tokuhisa et al. '®°. Primeiro, a grande area de superficie de PAMAM-G3 e seu
exterior denso resultam em uma forte interagcdo de van der Waals com a superficie
de Au ' Segundo, o grande nuimero de grupos amina em PAMAM-G3 adsorve
quimicamente na superficie de Au e, analogamente a quimica de metais
coordenados a ligantes polidentados, estabiliza a interagédo amina/Au '6°.

Para obter maior estabilidade quimica e mecanica para a ligacdo 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 constru¢do 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 ligagdes ouro-tiol, € um grupo funcional amino-
terminal (-NH2) na outra 17

A estratégia adotada para imobilizar AGDENs no sensor SPR modificado
com CIS-SAM, e a imobilizagdo de diferentes biomoléculas nas plataformas
construidas, envolveu o uso de glutaraldeido como agente de reticulagdo. O
glutaraldeido (GLU) é um reagente bifuncional comumente usado para imobilizar
biomoléculas em superficies metalicas. Ele possui grupos aldeido altamente
reativos, permitindo que ele interaja com diferentes proteinas por meio de grupos ¢-
amino e N-terminal de lisina, embora possa ocasionalmente reagir com outros
grupos, como tiol, fenol e imidazol 7'-173,

Para melhor compreens&o, os processos de imobilizacdo e ativagcdo sao
representados esquematicamente na Figura 20. A imobilizacdo de AgDENs no
sensor SPR nao 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 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DAS DIFERENTES ETAPAS DA MODIFICACAO
DO SENSOR SPR.
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FONTE: O autor (2025).

Para comparar o processo de ligacao para as diferentes rotas, foram
incluidos Sensorgramas (ABsrr vs. tempo) e curvas de reflectancia SPR (Figura 21),
ilustrando a interagdo de AgDENSs diretamente na superficie do ouro (Au/AgDENS) e
sua interacdo na superficie do ouro previamente modificada com CIS-SAM
(Au/CIS/AgDENSs). Os experimentos de SPR revelaram que as mudangas mais
significativas na ABspr ocorreram quando AgDENs foram imobilizados diretamente
na superficie de Au.

Foi observado que o processo de interagdo entre AGQDENs e CIS-SAM foi
menos favorecido. Isso € evidente ao observar a largura a meia altura da curva de
refletancia, o uso de CIS-SAM levou a um aumento nessa largura. Além disso, com
excecdo do sistema 10:1, houve um aumento no valor minimo da curva de
reflectancia SPR (aumento na porcentagem de luz refletida), para os outros sistemas
estudados. Este efeito é provavelmente causado pelo aumento da distancia entre
AgNPs e a superficie planar de Au apds a formacéo da camada intermediaria CIS-
SAM. Esses resultados sugerem um efeito plasménico ligeiramente mais
pronunciado para a ligacéo direta de AQDENs a superficie de Au.
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FIGURA 21 — CURVAS DE SPR (SENSORGRAMA) E CURVAS DE REFLETANCIA DE SPR
ILUSTRANDO A COMPARACAO DAS AgDENs DIRETAMENTE IMOBILIZADA SOBRE A
SUPERFICIE DE Au E IMOBILIZADA SOBRE A SUPERFICIE DE Au MODIFICADA COM CIS-SAM,
(a) e (b) PAMAM-G3, (c) e (d) AgDEN (1:1), (€) e (f) AGDEN (10:1), (g) e (h) AgDEN (20:1).
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5.7 IMOBILIZACAO DA PROTEINA CHIP NAS PLATAFORMAS PARA O
DESENVOLVIMENTO DE BIOSSENSORES

No projeto de biossensores, a imobilizacdo de biomoléculas, também
conhecidas como biorreceptores, € uma etapa fundamental. Esta fase € crucial para
conferir e determinar a seletividade e sensibilidade do biossensor. A eficiéncia das
plataformas desenvolvidas em termos de capacidade de ancoragem para diferentes
biomoléculas foi avaliada por meio de testes usando proteinas com propriedades
fisico-quimicas distintas, cada uma com fungbes bioldgicas importantes e
conhecidas, como as proteinas CHIP, Hsc70 e CALB L. Por meio de uma analise
precisa dos processos de ligagdo envolvendo cada proteina nas plataformas
propostas, foi possivel inferir a versatilidade e eficiéncia do material proposto
(AgDENS) na construcao de biossensores.

Inicialmente, examinamos a ligacdo da proteina CHIP no chip sensor SPR
previamente funcionalizado e n&do funcionalizado com CIS-SAM, como uma prova de
conceito (Figura 22).

A proteina CHIP & composta principalmente por dois dominios: um € o dominio
TPR amino-terminal, responsavel pela ligagdo com Hsp70 para cumprir seu papel
como chaperona molecular; o outro € o dominio U-box carboxil-terminal, que
desempenha principalmente um papel na atividade da ubiquitina ligase E3 7. Esses
dominios conferem ao CHIP um papel crucial no equilibrio do contetdo proteico 74
Adicionalmente, a CHIP é um participante essencial em varios processos celulares
fundamentais relacionados a patogénese de doencas neurologicas, incluindo
hemorragia intracerebral, acidente vascular cerebral isquémico, doenca de
Alzheimer, doenca de Parkinson e outras condigées '">'7®. Entender o papel da
proteina CHIP no desenvolvimento dessas doencas pode ser crucial para o
desenvolvimento de novas terapias potenciais e biomarcadores para diagnostico 77,

O processo de imobilizagdo da CHIP foi monitorado por SPR (Figura 22). A
ligacdo covalente dessa proteina sobre as plataformas Au/AgDENs e
Au/CIS/AgDENSs foi avaliada, e os resultados indicam que a imobilizacdo da CHIP
em ambas as plataformas resultou em uma mudanca significativa na resposta
ABsprme. Mesmo apds lavagens sucessivas com tampéo PBS a pH 7,1, apenas uma
ligeira diminuicdo em ABOsprim° € observada, demonstrando que a CHIP foi
efetivamente imobilizada nas diferentes plataformas. Comparando as mudangas no
angulo de ressonancia (Bspr), observa-se que para AgDEN (1:1) e AgDEN (20:1),
houve uma maior variagdo no angulo de ressonancia (ABspr) quando AgDENSs foram
ligados diretamente na superficie do ouro. Isso reflete a sensibilidade da plataforma
proposta. Para AgDEN (10:1), nenhuma alteragao significativa foi observada com e
sem o uso de CIS-SAM. Isso confirma que a aplicacéo direta de AgDENs no sensor
SPR é mais vantajosa, considerando a economia de tempo e reagente para a
fabricac&do do biossensor.
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FIGURA 22 —OS SENSORGRAMAS MOSTRANDO A INTERACAO ENTRE A PROTEINA CHIP E
OS AGDENs, APRESENTANDO SUAS FASES TIPICAS: A LINHA DE BASE OBTIDA COM
TAMPAO PBS EM pH 7,1, A FASE DE LIGACAO DA PROTEINA CHIP, A FASE ESTACIONARIA E
A FASE DE LAVAGEM COM TAMPAO PBS EM pH 7,1. ANALISES OBTIDAS EM TEMPO REAL
PARA OS SEGUINTES PROCESSO DE LIGAGAO: (a) PROTEINA CHIP E O AgDEN (1:1), (b)
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5.8 IMOBILIZAGCAO DA PROTEINA Hsc 70 E DA ENZIMA CALB L

Hsc70 € um membro constituinte da familia de proteinas de choque térmico
de 70 kDa, amplamente presente no sistema nervoso central adulto '78-'80  Ela
desempenha papéis cruciais que incluem uma variedade de processos fisioldgicos,
como metabolismo de ATP e auxilia no dobramento e formacdo de dominios
estruturais funcionais de proteinas clientes, endocitose € € 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 neuroinflamacdo apds acidente vascular cerebral 78180 A Hsc70
também participa de varias doencas n&o transmissiveis e algumas doencas
infecciosas causadas por patdgenos . Em geral, a presengca de proteinas de
choque térmico no sangue tem sido considerada um biomarcador de dano, estresse
ou inflamagao. Altos niveis celulares ou circulantes de Hsp70 foram relatados como
progndsticos em varios tipos de cancer '8!

Por sua vez, as reagles catalisadas por enzimas surgiram como uma
alternativa mais sustentavel em comparacdo as reagdes catalisadas por reagentes
quimicos devido ao seu baixo consumo de energia e custos operacionais reduzidos
182 Uma técnica eficaz para melhorar o desempenho catalitico enzimatico e a
reutilizacéo é a imobilizacdo de enzimas em suportes solidos 8. Em particular, a
lipase B de Candida antarctica (CALB L) é amplamente reconhecida em varios
estudos cientificos e aplicagcdes industriais como um biocatalisador eficiente '8
CALB L é uma lipase tipica e um membro da familia de dobras a/B-hidrolase. Ela é
incorporada em uma triade catalitica conservada consistindo de serina (Ser105),
aspartato (Asp187) e histidina (His224), que forma um sitio de ligacdo de substrato
para reacdes biocataliticas 182184,

De forma a caracterizar a versatilidade da plataforma desenvolvida, o
processo de imobilizagdo covalente de Hsc70 e CALB L sobre Au/AgDENSs foi
monitorado em tempo real por SPR, e as curvas de reflectancia obtidas séo
mostradas na Figuras 23 e 24, respectivamente. Conforme mostrado nas Figuras 23
e 24, a ligacao entre as proteinas e a superficie de detecgdo (AgDENS) resultou em
uma mudanga Obvia no angulo de ressonancia SPR. Ambas as biomoléculas
estudadas exibiram comportamento semelhante. Foi observado que o uso do
sistema AgDEN (10:1) causou uma mudang¢a maior no angulo de ressonancia SPR
em comparacdo com outras proporgdes, refletindo a sensibilidade do biossensor
SPR '8 Foi também que o valor minimo de reflectancia diminuiu apds a
imobilizagdo de biomoléculas em ambos o0s sistemas, indicando acoplamento
maximo da luz incidente com a onda plasménica de superficie 1.
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FIGURA 23 — CURVAS DE REFLECTANCIA SPR OBTIDAS EM TEMPO REAL. A FIGURA MOSTRA
A DIFERENCA ENTRE AS CURVAS DE REFLECTANCIA ANTES E DEPOIS DA IMOBILIZACAO DA
PROTEINA Hsc70 SOBRE SUPERFICIE 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 REFLECTANCIA SPR OBTIDAS EM TEMPO REAL. A FIGURA MOSTRA
A DIFERENCA ENTRE AS CURVAS DE REFLECTANCIA ANTES E DEPOIS DA IMOBILIZACAO
DO CALB: (a) AGDEN (1:1), (b) AgDEN (10:1) E (c) AgDEN (20:1).
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O estudo destacou a aplicacéo sensivel da técnica SPR para investigar
interacdes em tempo real de nanocompoésitos com CIS-SAM e com o sensor, bem
como a interagdo de diferentes proteinas com nanocompoésitos preparados. A
analise comparativa revela melhor estabilidade dos AgDENSs, atribuida a interacao
de van der Waals e adsor¢cao quimica. A comparacéo entre o uso do sistema LbL
sugere uma preferéncia pela imobilizacao direta de AQDENs no sensor SPR. Testes
com diferentes biomoléculas, como CHIP, Hsc70 e CALB L, demonstram a
versatilidade e eficiéncia do material proposto em biossensores SPR.
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5.9 APLICACAO DA PLATAFORMA PROPOSTA PARA CONSTRUCAO DE UM
IMUNOSSENSOR PARA DETECCAO DE ANTICORPOS CONTRA
LEISHMANIA INFANTUM

O uso de nanoparticulas de prata estabilizadas por dendrimero como plataformas
para construcdo de um imunossensor foi explorado usando a proteina recombinante
(proteina C1) do protozoario Leishmania infantum. A Figura 25a mostra a analise de
SPR obtida durante a ativagdo dos grupos amino-terminais do dendrimero pela
adicao de 1% (m/v) de glutaraldeido e durante a imobilizagéo da proteina C1 (200 g
mL-" = 4,9 umol L") em Au/AgDEN (10:1), observa-se uma variacdo significativa no
valor de Bspr ap0s as etapas de ativagcéo e imobilizacéo.

A variacdo no valor do angulo de ressonancia (ABspr) observado apds a adicdo
de glutaraldeido indica a interacdo do agente reticulante com os grupos amino-
terminais presentes nos dendrimeros, gerando grupos reativos na superficie. Esses
grupos atuam como sitios de ancoragem para a imobilizagdo covalente da proteina
C1, o que é confirmado por um novo incremento em ABspr apds a introducdo da
proteina. A estabilidade na ABspr mesmo apds sucessivas lavagens com tampéao
PBS evidencia a imobilizagdo eficiente da proteina C1 por meio de ligacbes
covalentes mediada pelo glutaraldeido. Essa imobilizagdo eficiente da biomolécula
na interface funcionalizada € fundamental para a constru¢do de biossensores
estaveis, garantindo desempenho consistente durante a etapa de deteccgéo.

O biossensor SPR proposto baseado na proteina 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 associacdo obtida pela adicdo de soros caninos positivos e negativos, seguida
pela etapa de dissociacdo. Como pode ser visto, ha um valor efetivo de ABspr muito
maior quando a amostra positiva € adicionada (Figura 25c), o que demonstra
excelente seletividade do imunossensor SPR proposto.

A clara distingdo entre os sinais gerados por soros positivos e negativos reflete a
alta especificidade da interacdo biomolecular promovida pela proteina C1
imobilizada. Essa especificidade, aliada a eficiéncia da superficie funcionalizada com
AgDENSs, garante um reconhecimento seletivo mesmo em matrizes complexas como
o soro. Dessa forma, o biossensor apresenta desempenho analitico promissor,
reunindo sensibilidade, seletividade e estabilidade, caracteristicas essenciais para
aplicacdes diagndsticas em contextos clinicos e de vigilancia epidemiolégica.
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FIGURA 25 — (a) SENSORGRAMA ILUSTRANDO A ATIVACAO DOS GRUPOS AMINO-TERMINAIS
DO DENDRIMERO PELA ADICAO DE 1% (m/v) DE GLUTARALDEIDO EM PBS (pH 7.4) E A
IMOBILIZACAO DA PROTEINA C1 RECOMBINANTE DE LEISHMANIA INFANTUM (200 pg mL™" =
4,90 pmoL L' DISSOLVIDA EM TAMPAO PBS EM pH 7,4) SOBRE AgDEN PREVIAMENTE
ATIVADO (10:1). (b) ANALISE DE SPR OBTIDA EM TEMPO REAL MOSTRANDO AS ETAPAS DE
ASSOCIACAO E DISSOCIACAO PARA A ADICAO DE SOROS CANINOS POSITIVOS E
NEGATIVOS PARA A LEISHMANIOSE VISCERAL, AMBOS DILUIDOS 40 VEZES EM TAMPAO
PBS A PH 7. (c) VALOR EFETIVO DE A8ser OBTIDO PARA AS RESPOSTAS COM SOROS
CANINOS POSITIVOS E NEGATIVOS (N = 3).
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6 CONCLUSAO

Neste estudo, destacamos o imenso potencial das nanoparticulas de prata
estabilizadas por dendrimero para a proposta de biossensores de SPR. A
caracterizacdo estrutural e morfoldgica revelou que os AgNPs s&o estabilizados
tanto na periferia quanto internamente no PAMAM-G3. A andlise FTIR-ATR antes da
reducdo mostrou que a prata se liga a todos o0s grupos presentes no dendrimero e,
ap6s a reducdo, houve uma mudang¢a nas bandas atribuidas ao estiramento da
amida | e CN, essas mudangas sugerem 0O envolvimento do grupo amida na
interagdo com as nanoparticulas de prata. A analise UV-VIS revelou bandas
caracteristicas tanto do dendrimero quanto das nanoparticulas de prata, e foi
demonstrado que a intensidade da banda a 410 nm depende da concentracéao de
prata usada na sintese. Além disso, foi confirmado que a radiagcdo nao altera a
estrutura do dendrimero. A partir de imagens TEM de AgDENSs, foi observado que as
nanoparticulas exibem predominantemente uma forma esférica, com diametros
variando de 3,7 a 17,7 nm. O uso de AgDENSs provou ser uma estratégia altamente
atrativa para o desenvolvimento de biossensores SPR, principalmente devido a sua
alta area de superficie e excelente estabilidade quimica. O filme formado exibiu
capacidade de ancoragem excepcional para diferentes biomoléculas estudadas.
Houve um aumento significativo na sensibilidade da plataforma proposta,
provavelmente devido a interacdo entre nanoparticulas de prata (AgNPs) e a onda
plasmbnica de superficie na superficie planar de ouro. Para demonstrar uma
aplicacdo especifica, a plataforma proposta foi explorada com sucesso na
construcdo de um imunossensor para a deteccao 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 eficiéncia dos biossensores para uma
variedade de aplicacbes analiticas e de deteccao de biomoléculas.



Explorando filmes bidimensionais de
MoS2 em biossensores de SPR para
diagnostico sorologico da dengue
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7 MoS; BIDIMENSIONAL COMO UMA PLATAFORMA AVANCADA DE
DETECGAO POR SPR PARA DIAGNOSTICO SOROLOGICO DA DENGUE.

7.1 MOTIVACAO PARA REALIZACAO DESTE ESTUDO

O dissulfeto de molibdénio (MoS,) surge como uma alternativa inovadora e
simplificada para o desenvolvimento de biossensores SPR. Esse material
bidimensional, com alta area superficial e forte afinidade por biomoléculas, permite a
formacéo de um filme estavel sobre a superficie de ouro do sensor SPR, viabilizando
a imobilizacdo direta de proteinas por meio de interacdes hidrofobicas. Esse
processo elimina a necessidade de reagentes complexos, tornando a
biofuncionalizagdo mais eficiente.

Este estudo apresenta uma abordagem direta para a imobilizacdo do dominio
lll da proteina do envelope do virus da dengue tipo 1 (EDIII-DENV-1) em um filme
fino de MoS,, explorando interagbes hidrofébicas com a superficie basal das
nanofolhas desse material. A modificacdo do sensor SPR com MoS, cria um
ambiente favoravel a imobilizagdo de biomoléculas, simplificando o processo e
dispensando etapas complexas ou reagentes adicionais frequentemente utilizados
em métodos convencionais. Essa estratégia otimiza o controle sobre a interacéo
proteina-superficie, tornando a funcionalizagcdo mais reprodutivel e eficiente.

O biossensor SPR baseado no filme fino de MoS, demonstrou excelente
desempenho, diferenciando com precisdo 10 amostras de soro humano positivo
para dengue de 10 amostras negativas. Esses resultados destacam a plataforma
como uma solugéo promissora para diagnosticos rapidos, precisos e confiaveis.
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7.2 MATERIAIS E REAGENTES

(NH4)sMo,0,,-4H,0, solugdo de (NH,).S a 20% adquirida da Vetec (Duque de
Caxias, RJ, Brasil), H,SO, 98% da Anidrol (Diadema, SP, Brasil), acetonitrila grau de
gradiente para cromatografia liquida 99,9% LiChrosolv da Merck (Darmstadt,
Alemanha) e tolueno 99% adquirido da Neon (Suzano, SP, Brasil) foram utilizados
sem purificacées adicionais. A IgM monoclonal humanizada anti-virus da dengue E
(pan-especifica) na concentragéo de 1,5 mg/mL foi adquirida da BIONC. Todas as
solugdes foram preparadas utilizando agua ultrapura. A solugéo tampéo PBS (0,1
mol L™, pH 7,1) foi preparada pela adicdo equimolar de KH,PO, 0,1 mol L™,
Na,HPOQO, adquirido da Synth (Diadema, SP, Brasil) e KCI da Dinamica (Indaiatuba,
SP, Brasil), e o pH foi ajustado com KOH da Dinédmica (Indaiatuba, SP, Brasil). A
agua deionizada utilizada na preparacéo das solugdes foi previamente purificada em
um sistema Milli-Q.

7.3 SINTESE DA PROTEINA

Um gene sintético otimizado para codons, codificando o Dominio Il da Proteina
do Envelope do Virus da dengue tipo 1 (EDIII-DENV-1), foi clonado no vetor
pET28a, permitindo a expressdo da proteina EDIIl do virus da dengue sorotipo 1
(EDINI-DENV-1) com um marcador 6-histidina (6xHis) na extremidade N-terminal,
utilizando Escherichia coli BL21(ADE3) como hospedeira. A proteina EDIII-DENV-1
foi purificada por cromatografia de afinidade em NIi-NTA, com breves modificacbes
conforme descrito anteriormente 186,

A proteina CHIP foi sintetizada pelo grupo do Professor Carlos H.l. Ramos
(Instituto de Quimica, Universidade Estadual de Campinas, Campinas, Brasil) '%°, e
diluicbes foram feitas utilizando tampé&o PBS a pH 7,1. A concentracédo utilizada para
a proteina CHIP foi de 1 mg mL™".

7.4 AMOSTRAS DE SORO HUMANO

As amostras de soro humano foram coletadas na Universidade Federal do
Parana, em Matinhos. Os casos positivos de dengue foram confirmados pela
detecgéo sorologica do anticorpo IgM via ensaio ELISA (Abbott e Euroimmun). As
amostras negativas foram obtidas de individuos que relataram nao ter tido infeccéo
prévia pelo virus da dengue. O Comité de Etica 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 regulamentacgdes pertinentes.
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7.5 SINTESE E EXFOLIACAO DE MoS,

O MoS, foi sintetizado quimicamente de acordo com um método descrito pelo
Grupo de Quimica de Materiais da UFPR 8. Em um baldo de fundo redondo de 50
mL-", foram adicionados 10 mL-' de molibdato de aménio (1,0 mmol L") e 0,5 mL""
de H,SO, (1,0 mol L™), e o sistema foi agitado a 1500 rpm por 2 horas. Em seguida,
foram adicionados 10 mL" de (NH,) ,S (0,1 mol L™), e a agitagdo foi aumentada
para 2500 rpm por 3 horas. O sistema foi centrifugado por 20 minutos a 4000 rpm, e
o0 sobrenadante foi substituido por agua ultrapura para lavar o soélido (esse
procedimento foi repetido 3 vezes).

O sdélido 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-" min™*. Apds esse periodo, o fluxo de géas foi reduzido para 75
mL" min™", 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 exfoliagcédo, 1,4 mg de MoS, foram adicionados a um baldo de fundo
redondo de 50 mL"' contendo 6 mL"' de acetonitrila e sonicados por 6 horas em
banho de gelo. Posteriormente, a dispersdo foi centrifugada a 3000 rpm por
5minutos. O sobrenadante foi separado do precipitado e utilizado na modificagéo do
sensor SPR.

7.6 CARACTERIZACAO DOS MATERIAIS

As medidas de Ressonancia Plasménica de Superficie (SPR) foram
realizadas utilizando o equipamento Autolab Springle (Eco Chemie, Dinamarca) para
monitorar interagdes biomoleculares em tempo real. O sistema opera no modo de
reflex&o interna total atenuada (ATIR), empregando a configuracdo de Kretschmann.

Os sensores SPR modificados e ndo modificados com MoS,, na auséncia e
presenca da proteina, foram analisados por espectroscopia Raman. Para isso,
utilizou-se um equipamento WiTec Alpha 300R com laser de 532 nm, lente objetiva
50% e poténcia de 0,5 mW. Foram coletados cinco espectros por amostra em
diferentes pontos, com 30 acumulacfes de 2 segundos cada.

A espessura dos filmes foi medida por Microscopia de For¢ca Atdmica (AFM)
no modo dindmico (SPM 9700 da Shimadzu). A espectroscopia de forga Kelvin
Probe (KPFM) foi realizada utilizando uma sonda de Si revestida com PYIr da
Nanoworld (GQM-UFPR).

As imagens de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) foram obtidas em
um microscopio 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 microscopio (GQAM-UFPR) .
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7.7 CONSTRUCAO DO IMUNOSSENSOR SPR

A construcdo do imunossensor SPR envolveu a modificagcédo do sensor SPR e
sua aplicagao na detecgao de anticorpos especificos. O sensor SPR consiste em um
disco de vidro revestido com uma camada fina de ouro (~50 nm).

Uma fina camada de MoS, foi depositada sobre o disco de ouro por Spin
Coating. Para isso, 200 uL"' uma dispersdo de MoS, com concentragéo de 0,23 mg
mL-" foi aplicada sobre o disco giratério (5000 rpm) por 50 segundos. O sensor foi
entdo seco sob fluxo de N, puro. Apds a deposicdo do MoS,, a proteina EDIII-
DENV-1 foi imobilizada diretamente sobre a camada de MoS,. A funcionalizagdo
permitiu que a superficie do sensor reconhecesse especificamente os anticorpos-
alvo. A imobilizagéo foi monitorada por SPR e realizada por fisisorcdo mediada por
interacGes hidrofébicas com a superficie basal das nanofolhas de MoS,"8.

A superficie foi bloqueada com etanolamina 100 mmol L™ para evitar ligacdes
nao especificas. O sensor foi entdo exposto a amostras de soro humano positivo e
negativo para avaliar a resposta do imunossensor e sua capacidade de
diferenciacgao.

7.8 APLICACAO EM AMOSTRAS REAIS

Foram analisadas 10 amostras de soro humano positivo e 10 negativo. Antes
da analise, todas as amostras foram diluidas em tampao PBS (pH 7) na propor¢éo
de 1:50 (v/v), garantindo condi¢Bes padronizadas para a deteccgéo.

Cada amostra foi injetada no equipamento SPR, permitindo o monitoramento
em tempo real das interacbes biomoleculares. Apds a exposicdo da amostra a
superficie funcionalizada do sensor, um fluxo continuo de tampé&o PBS (pH 7) foi
aplicado para remover espécies nao ligadas.
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7.9 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.9.1 CARACTERIZACAO DO SENSOR SPR MODIFICADO COM MoS, NA
AUSENCIA E PRESENCA DE EDIII-DENV-1

A analise dos espectros Raman (Figura 26) revela que o substrato de ouro
(Au) ndo modificado n&o apresenta bandas caracteristicas relevantes (Figura 26a).
Contudo, apds a modificagdo com a dispersdo de MoS,, na auséncia da proteina
EDIII-DENV-1 (Figura 26b), emergem duas bandas tipicas do material localizadas
em 379 cm™ e 405 cm™, correspondentes aos modos vibracionais E,g' e A;g,
respectivamente '8 Essas bandas indicam, respectivamente, a vibracdo dos
atomos de molibdénio e enxofre no plano da camada (modo E.g") e o estiramento
dos atomos de enxofre perpendicular ao plano, com vibragdo em direcbes opostas
(modo A;g), confirmando assim a deposi¢ao do MoS, sobre o substrato de Au.

Apbs a modificagcdo do substrato com MoS, e a imobilizacdo da EDIII-DENV-1
(Figura 26c¢), surgem seis bandas caracteristicas no espectro Raman. Para melhor
visualizacdo, a Figura 27 apresenta o espectro correspondente do substrato
modificado com MoS, apds a imobilizacdo. As principais bandas estéo localizadas
em 855 cm™ (estiramento simétrico de CNC), 921 cm™ (estiramento de C-C), 1065
cm™ (estiramento de C-0), 1463 cm™ (deformacdo de CH;) e 2900-2950 cm™
(estiramento de C-H) '81%0  Além disso, as bandas em 3250 e 3400 cm™
correspondem a vibragcéo de estiramento O—H das moléculas de agua do tampéo
191192 Esses resultados confirmam a presenca da EDII-DENV-1 e sua interacéo
com o MoS,.
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FIGURA 26 - ESPECTROS RAMAN (A = 532 nm) REGISTRADOS NA FAIXA DE 25 A 3800 cm™
PARA: (a) O SUBSTRATO DE Au NAO MODIFICADO, (b) O SUBSTRATO DE Au MODIFICADO
COM MoS, E (c) O SUBSTRATO DE Au MODIFICADO COM MoS, E EDIII-DENV-1 EM TAMPAO
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™
PARA O SUBSTRATO DE Au MODIFICADO COM MoS, E EDIII-DENV-1 EM TAMPAO PBS.
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FONTE: O autor (2025).

As imagens de MEV (Figura 28a-c) mostram a presenca de formas que se
assemelham a goticulas cobrindo o substrato MoS,/Au ap6s a adicdo de EDIII-
DENV-1, sendo formadas pela secagem do soluto utilizado para dispersar a proteina
(PBS em KCI). A composi¢ao elementar detectada por EDS (Figura 28c, d) mostra a
presenca de Mo e S, correspondendo a presenca de MoS,, C e O, correspondendo
a presenca da proteina, Au (substrato) e Na, Mg, P, K e Ca, correspondendo ao
soluto.
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FIGURA 28- IMAGENS DE MEV EM DIFERENTES AMPLIACOES DO MOS, NA PRESENCA DE
EDIII-DENV-1 (a-b). MICROGOTICULAS DO SOLUTO PODEM SER VISTAS COBRINDO AS
PEQUENAS FLOCOS DE MoS,; NAS IMAGENS DE MEV E NO ESPECTRO DE EDS (c-d).
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FONTE: O autor (2025).

Nas imagens de AFM do substrato de Au modificado com MoS, na auséncia
de EDIII-DENV-1 (Figura 29a), pequenas flocos de MoS, aderidos ao substrato de
Au podem ser observados, com uma espessura média de 13 + 4 nm (~18 camadas),
conforme mostrado no histograma (Figura 29c¢). Apds a adigdo de EDIII-DENV-1 ao
MoS./Au (Figura 29b), observa-se um aumento notavel na espessura (145 + 20 nm)
(Figura 29d). Esse aumento € atribuido a formacéo de microgoticulas do soluto seco
ao redor dos flocos de MoS,, corroborando com as imagens de MEV (Figura 28).
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FIGURA 29 - AS IMAGENS DE AFM REVELAM A MORFOLOGIA DO MoS, NA AUSENCIA (a) E NA
PRESENCA (b) DE EDIII-DENV-1 NO SUBSTRATO DE Au. OS RESPECTIVOS HISTOGRAMAS DE
ESPESSURA (c-d) QUANTIFICAM A UNIFORMIDADE E DISTRIBUICAO DO FILME, COM UMA
REPRESENTAGAO 3D DAS AMOSTRAS. AS IMAGENS POS-IMOBILIZAGAO EXIBEM
CLARAMENTE UM AUMENTO NA ESPESSURA DO FILME E NAS DIMENSOES LATERAIS,
INDICANDO UMA DEPOSICAO BEM-SUCEDIDA.
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FONTE: O autor (2025).

Essa interacdo (MoS, e EDIII-DENV-1) impacta o potencial de superficie, o
que reflete a funcdo de trabalho da amostra, conforme evidenciado pelas imagens
de KPFM (Figura 30). As regides selecionadas para analise, tanto na auséncia
quanto na presencga da proteina, tém espessuras comparaveis. A seguinte equacéo
foi utilizada para determinar a funcéo de trabalho das amostras:

CPD = CPDamostra— CPDsubstrato (1)
CPD = [((Dtip - (Damostra)/ e] - [((Dtip - (Dsubstrato)/ e]
CPD = ((Dsubstrato = (Damostra)/ e

onde CPD ¢ a diferenca de potencial de contato, ®tip é a funcéo de trabalho
da ponta, ®substrato € a funcéo de trabalho do substrato (5.1 eV) e ®amostra é a
fungdo de trabalho da amostra. O filme contendo apenas MoS, demonstra uma
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funcdo de trabalho de 5.26 eV (CPD = -160 mV), consistente com os valores
reportados na literatura 93194 Curiosamente, apos a deposicdo da proteina, a
fungdo de trabalho é reduzida para 5.16 eV (CPD = -60 mV) '®51%6 Essa diminuigdo
na fungao de trabalho € um fator que contribui para o melhor desempenho do sensor
ap6s a deposicdo da proteina devido a diminuicdo do nivel de Fermi. Estudos
semelhantes mostram que essa modificacdo no nivel de Fermi contribui para a
modulacdo da ressondncia de plasmon 19519  Além disso, essa modificacdo na
interacdo MoS,/Au na presenca da proteina é corroborada pelos resultados da
espectroscopia Raman.

FIGURA 30 - AS IMAGENS TOPOGRAFICAS EM 3D (a-b) E AS IMAGENS 3D DE KPFM (c-d) DAS
AMOSTRAS NA AUSENCIA (a,c) E NA PRESENCA (b,d) DA PROTEINA EDIII-DENV-1 REVELAM
UMA DIMINUICAO NA FUNGAO DE TRABALHO DO FILME DE 5.26 eV PARA 5.16 eV APOS A

DEPOSICAO DA PROTEINA.
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FONTE: O autor (2025).
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7.10 OTIMIZACAO DAS CAMADAS DE DETECCAO SPR

O excelente desempenho do sensor SPR também esta relacionado a
funcionalizagdo da superficie do sensor '°7. A ligacado significativa de biomoléculas
pode causar uma mudanga no indice de refracdo do meio préximo a superficie de
ouro, 0 que é medido como um deslocamento no ABspr. Para maximizar o
desempenho do sensor SPR, foi utilizado uma proteina bem estabelecida, a proteina
CHIP, como modelo de prova de conceito e plotamos a variagdo no angulo de
ressonancia em funcéo de diferentes filmes de ouro revestidos com MoS2, conforme
mostrado na Figura 31. A CHIP é um regulador chave em varios mecanismos
celulares  criticos, particularmente  aqueles associados a  disturbios
neurodegenerativos “3. Essa proteina desempenha um papel fundamental na
manutenc¢ao do equilibrio do conteudo proteico, principalmente devido aos seus dois
dominios funcionais: o dominio TPR amino-terminal, que interage com a Hsp70 e
permite sua fungdo como uma chaperona molecular, e o dominio U-box carboxil-
terminal, que esta principalmente envolvido na atividade da ubiquitina ligase E3 3.

Inicialmente, a proteina CHIP foi imobilizada diretamente sobre o filme de ouro.
Em seguida, a proteina foi imobilizada sobre um filme de ouro revestido com MoS2,
0 que causou um deslocamento maior no angulo SPR em comparacdo com a
superficie ndo modificada, indicando que o MoS:2 oferece uma imobilizagdo mais
eficaz. O MoS:z bidimensionais atua como uma plataforma eficiente para imobilizag&o
de proteinas por meio de fisisorcdo, utilizando interagdes hidrofdbicas entre os
antigenos e a superficie basal do MoS: '8 Isso elimina a necessidade de agente de
ligacao cruzada e etapas adicionais de biofuncionalizagdo comumente exigidas por
métodos convencionais. Sua estrutura promove a ancoragem de biomoléculas,
proporcionando um ambiente mais controlado e homogéneo para a interacdo
proteina-superficie. Essa abordagem simplificada ndo sé otimiza o processo de
imobilizagdo, mas também melhora a sensibilidade do sensor.

Para otimizar o sistema de revestimento da superficie, foram testados
diferentes volumes de dispersédo de MoS2 (0,23 mg mL™"), variando de 100 a 500 L.
Esse processo permitiu observar o efeito da concentracdo de MoS:2 na formacgéao do
filme fino, sua uniformidade e o impacto na imobilizagdo da proteina, permitindo a
identificacdo do volume mais eficaz para a construgéo otimizada do biossensor SPR.
O volume de 200 pL foi identificado como o ideal, proporcionando o deslocamento
de angulo de ressonancia mais significativo. Esse volume resultou em uma
imobilizacdo de proteina mais eficiente na superficie revestida com MoS2 em
comparagdo com os outros volumes testados.
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FIGURA 31 - OS SENSORGRAMAS MOSTRAM A INTERACAO ENTRE A PROTEINA CHIP E
DIFERENTES CONDIGCOES DE REVESTIMENTO DA SUPERFICIE DE OURO COM MoS:: A LINHA
PRETA REPRESENTA A SUPERFICIE DE OURO SEM REVETIMENTO; A LINHA VERMELHA
INDICA A SUPERFICIE DE OURO REVESTIDA COM 100 yL' DE DISPERSAO DE MoS2; A LINHA
AZUL MOSTRA A SUPERFICIE DE OURO REVESTIDA COM 200 uL' DE DISPERSAO DE MoS:; A
LINHA ROSA CORRESPONDE A SUPERFICIE DE OURO REVESTIDA COM 300 L' DE
DISPERSAO DE MoS2; A LINHA CINZA REPRESENTA A SUPERFICIE DE OURO REVESTIDA
COM 400 pL' DE DISPERSAO DE MoS:; A LINHA VERDE MOSTRA A SUPERFICIE DE OURO
REVESTIDA COM 500 uL' DE DISPERSAO DE MoS:. (B) REPRESENTACAO EM GRAFICO DE
BARRAS DOS VALORES EFETIVOS DE A8spr OBTIDOS PARA DIFERENTES CONDICOES DE
REVESTIMENTO DA SUPERFICIE DE OURO COM MoS:.
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FONTE: O autor (2025).

7.11 AVALIACAO DA IMOBILIZACAO DA PROTEINA ENVELOPE DOMINIO lIi
DENV-1 (EDIII-DENV-1) NA SUPERFICIE DE OURO REVESTIDA COM MoS:2

Inicialmente, a proteina CHIP foi utilizada como modelo para validar a
eficiéncia da plataforma na imobilizagdo de biomoléculas, permitindo a otimizacéo de
parametros experimentais, como a quantidade de MoS2 usada na formacéo do filme.
Com a viabilidade da estratégia confirmada, a investigagdo avangou para a
construcdo de um biossensor funcional, utilizando a proteina EDIII-DENV-1 como
bioreceptor especifico. Este sistema visa a detecgéo seletiva de anticorpos contra o
virus da dengue. Diferentes concentracbes da proteina foram testadas e os
resultados estdo mostrados na Figura 32a. A otimizacdo da concentracdo da
proteina nesta fase € essencial para garantir uma cobertura superficial maxima do
sensor, 0 que, consequentemente, assegura uma sensibilidade superior na detecgcao
dos anticorpos-alvo. A Figura 32b apresenta um grafico de barras com os valores
efetivos de ABser obtidos.
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A imobilizacdo da proteina na superficie de ouro revestida com MoS2 gerou
um ABspr. ApOs a lavagem com tampé&o PBS a pH 7, obteve-se o ABspr efetivo para
cada concentracdo de proteina 7. Como mostrado na Figura 32, para
concentracbes menores de proteina, os sensorgramas efetivos obtidos mudaram
linearmente com o aumento no numero de moléculas. No entanto, a adicdo de
proteina em concentragbes mais altas (10 ug mL™", 20 ug mL™" e 30 pg mL™") néo
resultou em diferengas significativas no ABspr efetivo em comparagdo com a
concentracdo de 5 ug mL™'. Além disso, para a concentracdo de 30 ug mL-1, foi
observada uma resposta mais baixa em relacéo ao valor de ABspr obtido para 5 ug
mL™". Isso possivelmente ocorreu devido a saturacéo da superficie causada pelo

numero limitado de sitios de ligacao disponiveis para a imobilizacdo do EDIII-DENV-
1 177_

FIGURA 32 -(a) SENSORGRAMAS OBTIDOS EM TEMPO REAL MOSTRAM A ADICAO DE
DIFERENTES CONCENTRACOES DA EDIII-DENV-1 DISSOLVIDA EM TAMPAO PBS pH 7. (b)
REPRESENTACAO EM GRAFICO DE BARRAS DOS VALORES EFETIVOS DE A8ser OBTIDOS
APOS A INJECAO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE EDIII-DENV-1 DISSOLVIDA EM
TAMPAO PBS pH 7.
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FONTE: O autor (2025).
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7.12 MONITORAMENTO EM TEMPO REAL DA CONSTRUCAO DO
IMUNOSSENSOR SPR PARA DIAGNOSTICO DA DENGUE

Apds a selecdo da concentracdo apropriada da proteina, as diferentes etapas
da construcao do imunossensor foram monitoradas em tempo real, e os resultados
s&o ilustrados na Figura 33. Inicialmente, o tampéo PBS a pH 7 foi adicionado para
equilibrar a superficie do sensor e estabelecer uma linha de base, e 0 mesmo
tampao foi utilizado para diluir a proteina e o soro humano. Em seguida, a proteina
EDIII-DENV-1 (5 ug mL™") foi imobilizada diretamente na superficie das nanoflocos
de MoS,, eliminando a necessidade de agentes de ligacdo cruzada como o
glutaraldeido. A superficie basal das nanoflocos de MoS, foi utilizada para
imobilizagdo via fisisorcdo, com interacdes hidrofébicas ocorrendo entre os
antigenos, resultando em um aumento acentuado no ABspr, como também
observado com a proteina 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 0 excesso de proteina, bem
como as proteinas que se ligaram de forma fraca a superficie do sensor. A
etanolamina foi entdo utilizada para bloquear os locais de ligacdo n&o especificos,
resultando em um pequeno aumento no ABser, confirmando a eficacia do bloqueio, e
uma nova etapa de lavagem foi realizada. Na fase de detec¢cdo, as amostras de soro
humano foram diluidas em PBS na proporgdo de 1:50. O soro humano positivo,
contendo anticorpos especificos para a dengue, mostrou uma ligacdo clara aos
antigenos imobilizados, resultando em um aumento significativo no ABser (curva
vermelha). Em contraste, o soro negativo (curva verde) mostrou apenas um leve
aumento, confirmando a auséncia de ligacdo especifica. Apds a lavagem final, a
curva vermelha permaneceu estavel, enquanto a curva verde voltou aos niveis de
linha de base, reforcando 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 ABspr € ho
comportamento das curvas.
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FIGURA 33 - OS SENSORGRAMAS MOSTRAM AS ETAPAS DA FABRICAGAO DO
IMUNOSSENSOR. INICIALMENTE, A LINHA DE BASE FOI ESTABELECIDA COM PBS, O MESMO
MEIO NO QUAL A PROTEINA FOI DILUIDA. EM SEGUIDA, A IMOBILIZACAO DIRETA DA
PROTEINA EDIII-DENV-1 (5 ug mL™") NA SUPERFICIE BASAL DAS NANOFLOCOS DE MoS, 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 LIGACAO ESPECIFICA DOS ANTICORPOS, SEGUIDO DE
OUTRA ETAPA DE LAVAGEM PARA FORMAR UMA LINHA DE BASE. FINALMENTE, NA ETAPA
DE DETECCAO, AMOSTRAS DILUIDAS DE SORO HUMANO EM PBS NA PROPORCAO 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 REGIOES ESTAO CLARAMENTE IDENTIFICADAS NA FIGURA.
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7.13 IMUNOENSAIO SPR PARA DETECCAO DE ANTICORPOS CONTRA A
DENGUE EM SORO HUMANO UTILIZANDO UMA SUPERFICIE DE OURO
REVESTIDA COM MoS2.

O desempenho do imunossensor desenvolvido para detectar anticorpos
especificos contra o virus da dengue foi avaliado analisando 10 amostras de soro
humano positivas e 10 negativas para infeccdo por dengue, as quais foram diluidas
na proporgcéo de 1:50 utilizando tampéo PBS a pH 7. A escolha dessa diluic&o foi
feita para garantir uma concentragcdo adequada de anticorpos nas amostras de soro
humano, permitindo uma deteccao eficiente pelo imunossensor. Essa diluicdo ajuda
a evitar tanto a saturacdo do sensor quanto concentragdes muito baixas de
anticorpos.

Para essa avaliagdo, amostras de cada grupo foram injetadas e os
deslocamentos ABspr 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 determinacéo de ABser foi realizada considerando a etapa de
lavagem com tampéo PBS, que visa remover espécies fracamente ligadas e garantir
que apenas interagdes especificas entre os anticorpos € os antigenos imobilizados
fossem detectadas '%8. Os resultados demonstraram que o deslocamento ABspr nas
amostras positivas foi significativamente maior do que nas amostras negativas. Essa
diferenca notavel indica que o imunossensor € altamente eficaz em distinguir entre
amostras positivas e negativas para infeccao por dengue, validando sua capacidade
de detectar com precis&o a presencga de anticorpos especificos no soro humano.
Além disso, esses resultados reforcam a confiabilidade do imunossensor como uma
ferramenta diagnostica eficaz para a deteccdo de anticorpos, sugerindo sua
aplicabilidade potencial em contextos clinicos e de pesquisa para monitoramento e
diagndstico da infecgao.
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FIGURA 34 - (a) REPRESENTACAO EM GRAFICO DE BARRAS DOS VALORES DE AOser
OBTIDOS APOS A INJECAO DE SORO POSITIVO. (b) REPRESENTACAO EM GRAFICO DE
BARRAS DOS VALORES EFICAZES DE A6ser OBTIDOS APOS A INJECAO DE SORO NEGATIVO.
AS BARRAS MOSTRAM ABspr PARA AMOSTRAS DE SORO HUMANO POSITIVAS E NEGATIVAS
PARA INFECCAO POR DENGUE, DILUIDAS NA PROPORCAO DE 1:50 EM TAMPAO PBS A pH 7.
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FONTE: O autor (2025).

A deteccdo precoce é essencial no combate a dengue, permitindo uma
intervencado rapida e eficaz. Para isso, foi realizado um estudo para identificar a
sensibilidade do imunossensor a anticorpos especificos para a dengue em amostras
reais. Os testes foram realizados utilizando diferentes diluigbes de um pool
composto por trés amostras de soro humano positivas para a doenga. A Figura 352
mostra os valores de ABspr apds a injegcdo desse pool positivo em diferentes
diluicdes, variando de 1:50 a 1:1600. A Figura 35B apresenta os valores de ABspr
obtidos apds a etapa de lavagem, necessaria para remover espécies fracamente
ligadas da superficie do imunossensor, conforme mencionado anteriormente.

Os resultados indicam que nosso imunossensor pode detectar interagbes
entre antigenos imobilizados e anticorpos presentes na amostra, mesmo em uma
ampla gama de diluicées. Uma correlagdo significativa foi observada entre o fator de
diluicdo e os valores de ABspr. A medida que o fator de diluicdo aumenta,
possivelmente resultando em menores concentracbes de anticorpos na amostra, os
valores de ABspr diminuem em comparagao com diluicdes mais concentradas. Essa
relacdo sugere que a diluicao afeta a intensidade das interagdes moleculares
detectadas, refletindo diretamente nos valores de ABspr. Esses achados reforcam a
sensibilidade e eficacia do imunossensor na deteccdo de anticorpos, mesmo em
concentragbes muito diluidas.

A avaliagdo do desempenho do imunossensor SPR revelou resultados
promissores na deteccéo de anticorpos especificos contra o virus da dengue. O
excelente desempenho do sensor SPR € atribuido a funcionalizacédo de sua
superficie, que permite a deteccdo sensivel e especifica de interacdes
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biomoleculares 7. A mudanca no ABspr reflete a alteracdo no indice de refracdo do
meio proximo a superficie de ouro, causada pela ligacéo de biomoléculas.

FIGURA 35 — (a) SENSORGRAMAS OBTIDOS EM TEMPO REAL MOSTRAM AS ETAPAS
DEASSOCIACAO E DISSOCIAGAO PARA A ADICAO DE SOROS CANINOS POSITIVOS
DISSOLVIDOS EM TAMPAO PBS pH 7 EM DIFERENTES DILUICOES (v/v) (1:50, 1:100, 1:400,

1:800, 1:1600). (b) REPRESENTACAO EM GRAFICO DE BARRAS DOS VALORES DE ABser
OBTIDOS APOS A INJECAO DE SORO POSITIVO.
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8 CONCLUSOES

Este estudo demonstra a imobilizac&o direta da proteina Envelope Domain lli
do DENV-1 (EDIII-DENV-1) sobre superficies de MoS,, mediada por interagdes
hidrofébicas com a superficie basal das nanoflocos de MoS,. A modificacdo do
sensor com MoS, possibilitou uma imobilizag&o eficiente do antigeno, criando um
ambiente favoravel para a interagcéo proteina-superficie. O biossensor se destacou
pela sua capacidade de distinguir com precisao entre 10 amostras de soro humano
positivas para dengue e 10 amostras negativas, mostrando grande potencial para
diagndstico rapido e preciso. Além disso, ao testar diferentes diluicdes de um pool
de amostras de soro positivo, o biossensor foi capaz de detectar anticorpos até a
diluicdo de 1:1600. A caracterizagéo dos filmes de MoS, por AFM mostrou que, no
substrato de Au modificado com MoS,, sem a proteina, pequenas flocos de MoS,
aderiram ao substrato com uma espessura média de 13 + 4 nm (~18 camadas).
Apds a adicdo de EDIII-DENV-1, a espessura aumentou para 145 £+ 20 nm,
indicando a formagéo de microgoticulas ao redor dos flocos de MoS,, o que foi
corroborado por imagens de SEM. A fungéo de trabalho do filme de MoS,, foi de 5,26
eV (CPD = -160 mV), e apds a deposigao da proteina, essa funcdo diminuiu para
516 eV (CPD = -60 mV), contribuindo para um melhor desempenho do sensor
devido a redugé&o no nivel de Fermi. A combinacdo de MoS, com SPR para
deteccdo de biomoléculas especificas apresenta grande potencial em sistemas
diagndsticos, oferecendo uma alternativa acessivel, de facil fabricagdo e altamente
sensivel para a deteccdo de anticorpos, como no caso da dengue, bem como em
outras doencgas infecciosas.
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