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RESUMO

Os métodos de diagndsticos hoje perfazem parte essencial no tratamento de doencgas e cura
dos pacientes. Para que sejam realizados, faz-se necessario o uso de técnicas sofisticadas.
O surgimento dos biossensores como equipamentos capazes de realizar tal fungdo tem
revolucionado ndo somente a forma como os procedimentos médicos vém sendo realizados
ao longo dos anos, mas também exerce um carater primordial na qualidade de vida de
individuos que necessitam de um diagnostico rapido e preciso. Os biossensores podem
receber diferentes classificacdes, dependendo de seu transdutor ou elemento bioldgico; a
partir desses pontos pode-se definir seu principal objetivo. Pode-se encontrar hoje
biossensores eletroquimicos, magnéticos, piezoelétricos, térmicos, de ressonancia e
opticos. Mesmo com tamanha variacdo de ferramentas, a demanda por maior precisdo e
sensibilidade continua a impulsionar o continuo desenvolvimento de outras técnicas. O
presente trabalho utilizou-se da microscopia de for¢a atdmica para o desenvolvimento de
um biossensor (nano imunossensor), capaz de medir interagdes antigeno-anticorpo,
utilizando como alvos a Albumina sérica bovina (BSA) e o Anti-BSA, imobilizados
através da técnica de funcionalizacdo de superficies denominada Silanizacdo e
posteriormente realizando medidas de curvas de for¢a com o equipamento AFM. Os testes
demonstraram que existem diferengas significativas na interacdo da ponta do sensor nao
funcionalizado em contato com o substrato também nao funcionalizado e¢ da forga de
adesdo em superficies funcionalizadas. Nao somente a forca apresentou valores diferentes,
como a forma da curva demonstrou steps da interagdo entre antigeno e anticorpo. Os dados
coletados foram comparados a literatura existente e demonstraram que houve uma
interagdo efetiva entre antigeno-anticorpo.

Palavras-chaves: Microscopia de Forga Atdmica, Funcionalizagdo, Ligacdo antigeno
anticorpo



ABSTRACT

Today, diagnostic methods are an essential part of disease treatment and patient healing. In
order to carry them out, the use of sophisticated techniques is necessary. The emergence of
biosensors as equipment capable of performing such a function has revolutionised not only
the way medical procedures have been carried out over the years, but also plays a key role
in the quality of life of individuals who need a quick and accurate diagnosis. Biosensors
can receive different classifications, depending on their transducer or biological element;
from these points their main objective can be defined. One can find today electrochemical,
magnetic, piezoelectric, thermal, resonance and optical biosensors. Even with such a
variation of tools, the demand for greater accuracy and sensitivity continues to drive the
ongoing development of other techniques. The present work used atomic force microscopy
to develop a biosensor (nano immunosensor), capable of measuring antigen-antibody
interactions, using as targets the Bovine Serum Albumin (BSA) and Anti-BSA,
immobilized by means of the surface functionalization technique called Silanization and
subsequently performing force curve measurements with the AFM equipment. The tests
showed that there are significant differences in the interaction of the non-functionalised
sensor tip in contact with the also non-functionalised substrate and of the adhesion force on
functionalised surfaces. Not only the strength presented different values, but the shape of
the curve showed steps of the interaction between antigen and antibody. The data collected
were compared to the existing literature and demonstrated that there was an effective
antigen-antibody interaction.

Keywords: Atomic Force Microscopy, Functionalization, antibody-antigen binding
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1. INTRODUCAO

O diagnostico precoce de doencas confere a nossa espécie e a outras uma melhor

oportunidade de tratamento, protecao, qualidade e preservacao da vida.

A capacidade do ser humano em desenvolver ferramentas que possam nao apenas
estudar estruturas bioldgicas mas também medir suas interagdes, ainda que em fases iniciais,
proporcionou uma grande vantagem diante de situagdes que antes eram consideradas
desvantajosas a saude publica. Muitas das patologias possuem um inicio silencioso e quando
ndo o sdo por vezes possuem dificil diagnostico que € o ponto mais importante para se definir

qual a melhor abordagem no tratamento de tais doencas.

O desenvolvimento dos biossensores ¢ um marco importante no diagnodstico e
tratamento de diferentes patologias. De forma mais geral trata-se de dispositivos eletronicos
que possuem a capacidade de medir interacdes bioquimicas geradas durante o metabolismo

bioldgico e traduzi-las.

Atualmente a utilizagdo de biossensores pode ser vista nas mais diversas areas, da
industria alimenticia a ecologia; contudo sua principal e mais antiga participacao € na area da
saude onde nasceu de fato o primeiro equipamento com este fim. Clark e Lyons
desenvolveram em 1962 o primeiro biossensor, até hoje uma das mais utilizadas ferramentas

para acompanhar os niveis de glicose no sangue principalmente de pacientes portadores de

diabetes (MASCAGNI, 2017).

Em 1986, foi desenvolvida uma das técnicas mais recentes ¢ proeminentes de
microscopia. Até o momento as técnicas de microscopia existentes possuiam como principal
objetivo a visualizagdo de estruturas, fossem elas biologicas ou ndo. Entdo o surgimento da
microscopia de forga atomica (AFM) expandiu de modo consideravel a forma como as
informacdes eram obtidas e até qual ponto elas poderiam ser extraidas de uma simples
amostra. O AFM ¢ uma técnica de varredura e andlise de superficies por uma sonda dotada de
uma pequeno cantilever com uma pequena ponta em sua extremidade. Durante a interacao da
ponta ¢ do substrato contendo o material a ser estudado, sdo coletadas importantes
informacodes acerca das interagdes fisico-quimicas que estejam ocorrendo na amostra. Além

disso, existe a possibilidade, se necessario, de se obter uma imagem topografica da superficie
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amostral, verificar sua rugosidade e at¢é mesmo seu modo eldstico (BINNING; QUATE,

1986).

A grande vantagem na utilizagdo do AFM no estudo de componentes biologicos ¢ a
capacidade em se fazer as andlises sem que seja necessdrio tratamentos, em especial a
coloragdo do material analisado. Quando falamos em materiais bioldgicos, estamos nos
referindo a estruturas extremamente delicadas e de facil degradacdo. Por este motivo, a
utilizacdo da técnica de microscopia de forca atdmica fornece uma alternativa de estudo

dessas amostras preservando ao maximo sua integridade estrutural (MORAES, 2019).

A pandemia da SARS-CoV-2 que teve inicio nos ultimos meses de 2019 e nos
primeiros meses de 2020, evidenciou a necessidade do desenvolvimento de novas técnicas de
diagnéstico e abriu um leque amplo de possibilidades quanto a utilizagdo de novos
equipamentos para tal. Este ¢ o caso da microscopia de forga atdmica, que contou com um
consideravel aumento nos ultimos anos, nas areas de estudos contendo materiais de natureza

biologica.

O mercado dos biossensores tornou-se extremamente atraente pela sua capacidade em
gerar técnicas de baixo custo, com uma grande capacidade de reproducdo e mantendo a
confiabilidade dos resultados obtidos em um curto espago de tempo, quando comparadas a

outras técnicas de diagndstico mais tradicionais (ANDRADE, 2017).

Além disso, o desenvolvimento cientifico e tecnoldgico fruto das pesquisas e estudos
desenvolvidos nas mais diversas areas estdo requerendo que novas ferramentas sejam
incorporadas e possam fornecer auxilio a tais avancos. O conhecimento de como o organismo
funciona, a dinamica das patologias em um hospedeiro e até mesmo a interacdo entre
farmacos e as células, requerem que os dispositivos utilizados sejam capazes de atender a
demandas tdo complexas e em escalas extremamente pequenas. Demandas essas que podem

ser supridas com o auxilio da microscopia de for¢a atomica.

Portanto, o objetivo principal deste trabalho foi empregar a técnica de microscopia de
forca atomica no desenvolvimento de um biossensor utilizando componentes do sistema
imune, a fim de verificar a eficiéncia da técnica e do método empregado para tal, com a
finalidade de produzir uma ferramenta de diagnostico eficiente na andlise de interacao
antigeno-anticorpo, demonstrando que o processo de modificacdo das estruturas denominado

funcionalizacdo ¢ eficiente para o proposito do trabalho.
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2. BIOSSENSORES

Os biossensores sdo ferramentas analiticas que possuem a capacidade de ler e
interpretar interacoes fisico-quimicas. O funcionamento de um biossensor se inicia quando
um analito entra em contato com o elemento de reconhecimento; a interagao destes dois
componentes dard inicio a uma reagdo, que sera convertida em sinal elétrico por uma unidade
conhecida como transdutor. Na sequéncia, a unidade de processamento receberd o sinal
gerado e realizarda a interpretacdo dos dados obtidos tornando possivel um
resultado(SALOMAO, 2018). Os biossensores sio compostos basicamente por 3

componentes, que podem ser observados na figura a seguir.

elemento de

. tl'd.[]bdutﬂl‘ unidade de
A) reconhecimento .

\ processamento
/ Smal
Analito
B] \ S€m
sinal

Figura 1: Demonstragdo dos componentes basicos que constituem um biossensor. Na figura, A) O
analito corresponde a estrutura do elemento de reconhecimento, gerando uma interagdo e por
consequéncia um sinal que serd traduzido e enviado a unidade de processamento. O mesmo ndo
ocorre na figura B) Onde ndo existe compatibilidade entre o receptor do elemento de reconhecimento

e o analito, ndo sendo possivel a geragdo de um sinal efetivo. Fonte: autora, 2023.

Atualmente no mercado existe uma grande variedade de dispositivos de
biossensoriamento. Embora o principio de funcionamento seja o mesmo do exemplo anterior,
a forma como esse dispositivo serd construido ird depender exclusivamente de seu objetivo
principal, e para tal ¢ necessaria uma compreensdo da amostra que sera analisada

(OLIVEIRA, 2014).
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Os biossensores para fins bioldgicos podem ser classificados em duas categorias de
sensoriamento; sdo elas, sistema de medicdo indireta ¢ sistema de medi¢do direta. Na
categoria de medigao indireta ¢ necessario a defini¢ao de um alvo para que uma interacdo com
o analito possa gerar um sinal; as proteinas sdo muito utilizadas como alvos na construgdo de
biossensores. Na categoria de medi¢do direta, a amostra ¢ disposta sobre a superficie do
transdutor e essa agdo por si ja gera uma reacgdo fisico-quimica que serd traduzida em um
sinal. Ambas as condi¢des possuem seu grau de vantagem: enquanto na primeira existe uma
maior sensibilidade, a segunda possui um grau maior de estabilidade. A escolha por qualquer
uma das duas opg¢des dependerd das caracteristicas da amostra e da reacdo que se espera

observar (SALOMAO, 2018).
2.1 Dos componentes bioldgicos utilizados no desenvolvimento do biossensor
2.1.1 Analito e Elemento de reconhecimento

Os analitos, ou simplesmente amostras biologicas, podem ser de origem animal ou
vegetal (quando nos restringimos apenas ao estudo de componentes estritamente biologicos).
Estes podem ser: enzimas, péptidos, células, aminoacidos, etc. Normalmente o analito pode
ser obtido a partir da purificagdo do soro de pacientes, da cultura ou coleta de material

tecidual ou até mesmo de fluidos como saliva, sangue, suor e urina.

O elemento de reconhecimento, também conhecido como bioreceptor, ¢ um receptor
bioldgico ou quimico que terd o primeiro contato com a amostra, este funcionando como uma
fechadura, enquanto o analito serd a chave; se forem compativeis desencadeardo um sinal em
resposta a interagdo. O elemento de reconhecimento ¢ previamente definido, uma vez que o
objetivo do dispositivo € observar uma reagdo especifica. Existe um variado conjunto de
componentes biologicos que podem desempenhar o papel de bioreceptores desde anticorpos,

enzimas, proteinas, acidos nucléicos e outras substancias (OLIVEIRA, 2014).
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3. PROTEINAS

As proteinas sdo macromoléculas constituidas de aminoécidos, onde cada aminoacido
possui em sua composicdo um grupo carboxila (-COOH), um grupo amina (-NH,), um
hidrogénio (H) e um radical (R), estando todos estes ligados a um atomo de carbono (C)
quiral, ou seja, um carbono que realiza quatro diferentes tipos de ligagcdo. Os radicais,
presentes em cada aminoacidos constituem parte importante da molécula pois ¢ através deles

que a forma e consequentemente a funcao da proteina serd definida.

COOH

H-.N—C—H

R

Estrutura geral de uma proteina — Fonte: Feélix H. Dias Gonzales, 2022.

Para mais, as proteinas desempenham importantes fungdes dentro do organismo, sendo

elas, de estrutura, transporte, sustentagao, defesa, enzimatica, hormonal e energética.

Essas macromoléculas podem receber diferentes classificagdes a depender de sua
forma, que podem ser primarias, secunddrias, terciarias e quaternarias. As estruturas
primarias sao proteinas lineares formadas por um tipo de fio proteico, diferente da estrutura
secundaria onde a proteina se dobra em uma espécie de hélice e quando isso ocorre sdo
denominadas a-hélices, e quando apresentam forma sanfonadas sdo chamadas B-hélice. Outra
classificagdo ¢ a terciaria que compreende o enrolamento de uma unica cadeia polipeptidica.
Por fim, a estrutura quaternaria diz respeito a proteinas de grande porte que se enovelam entre

si devido a presenca de mais de uma cadeia polipeptidica (ALBERTS, et al. 2017).

3.1 Albumina Sérica

A expressao de proteinas no organismo pode servir como base para o diagnodstico de
diferentes patologias, causadas tanto por desregulagdo do organismo interno ou ainda por

doengas em curso, assim como por infec¢des virais ou parasitarias (SILVA, et al. 2008).
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Grande parte da sintese proteica do corpo ocorre no figado, e cerca de 12% a 20%
dessa capacidade de sintese ¢ dedicada a produgdo da albumina. A albumina é um
polipeptidio simples constituido por uma tnica cadeia contendo 584 aminoacidos. Trata-se de
uma proteina plasmatica muito abundante e importante na manutengdo das propriedades
osmoaticas/oncdticas do organismo, isso porque através dela ¢ que se mantém a dgua na
circulagdo, impedindo que ela infiltre os tecidos. Outras fungdes deste polipeptideo incluem
transporte de substancia através da corrente sanguinea que vao desde moléculas lipossoluveis,

hormonios, a farmacos e drogas(SANTOS, et al, 2004).

Imagem 1 — Esquema de como ¢ constituida a albumina sérica bovina.

Fonte: Sigmaaldrich.

Problemas na sintese de Albumina sdo responsaveis por um nimero considerado de
patologias. A alta taxa de excre¢do de albumina na urina pode estar relacionada a sindromes
nefroticas. Por outro lado, a baixa taxa de produ¢do da proteina pelo figado pode representar a
presenga de cirrose hepatica. Transtornos intestinais ocasionados pela presenga de diarreias e
baixa absorcdo de aminoacidos na digestdo causam diminuicdo nas taxas da proteina. A
descricao das propriedades fisioldgicas desta proteina foi feita pela primeira vez em 1837, a
partir deste momento diversos estudos foram feitos para melhor compreendé-la (SANTOS, et
al, 2004).
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E possivel encontrar a albumina em abundancia no corpo humano, entretanto ela
também se encontra presente em ovos e no leite. E é através do soro do leite bovino que se
obtém a albumina sérica bovina (BSA), muito utilizado atualmente em pesquisas cientificas

por possuir grande aplicag@o na biotecnologia (ALVES, 2016).
3.2 Anticorpos

Os anticorpos (Acs) constituem uma classe especializada de proteinas responsaveis
pela resposta imunoldgica do organismo. Essa resposta ocorre na presenga de um agente
antigénico, podendo este ser tanto uma substancia quimica (toxinas), microbios ou qualquer

corpo estranho que consiga penetrar as defesas fisicas do organismo(ALBERTS, et al. 2017).

Algumas vezes esse mecanismo pode ser gerado por uma resposta inadequada do
sistema de defesa contra o proprio organismo. Denominamos as patologias ocasionadas em

decorréncia dessa falha de autoimunes(ALBERTS, et al. 2017).

Os Acs sdao produzidos através da secre¢do da imunoglobulina B, presente na
membrana do linfécito B. Estruturalmente os anticorpos possuem um formato de Y,
compostos por um total de quatro subunidades, sendo duas cadeias longas e duas cadeias
curtas. Cada anticorpo € unico devido as regides dos seus sitios de ligacdes, que sao as areas

de contato da molécula com o antigeno especifico(ALBERTS, et al. 2017).

O estudo do sistema imune nos confere a habilidade ndo apenas de entender de que
forma o organismo reage a uma ameaca ¢ qual o grau desta defesa, mas possibilita criar
farmacos e meios que possam ser eficientes no combate de diferentes doencgas. Ademais, o
conhecimento da presenca de anticorpos possibilita o diagndstico de patologias em curso ou

que se fizeram presentes(ALBERTS, et al. 2017).

A escolha do BSA e Anti-BSA para este trabalho se deu pela ampla capacidade de
exploracdo desta proteina e por até o presente momento nao foram achados na literatura
trabalhos que visem especificamente o desenvolvimento de um biossensor a base de AFM
para medir interacdes de albumina sérica através de relacdo antigeno anticorpo (ALBERTS, et

al. 2017).
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4. MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA (AFM)

O AFM, equipamento desenvolvido por Gerd Binnig e Heinrich Rohrer no inicio dos
anos 80 e vencedor do prémio Nobel em 1986, ¢ um instrumento capaz de fornecer um grande
nimero de informacgdes sobre a amostra: desde imagens topograficas, informagdes mecanicas
de superficies e diversos outros dados sobre a amostra em andlise, até a possibilidade de
realizar o reconhecimento especifico de interagdes moleculares (Binnig 1982; Binnig 1986).

O nanobiossensor proposto em nosso estudo ¢ baseado no AFM (Steffens 2012).

O AFM ¢ composto basicamente de uma sonda (ponteira), ceramicas piezelétricas
(scanners) para posicionar a amostra e realizar varreduras, circuitos elétricos de realimentagdo
para controlar a posicdo vertical da sonda e um computador para mover os scanners de
varredura, armazenar dados e converté-los em imagens com software especifico. No AFM, a
amostra ¢ varrida por uma ponta montada na extremidade de um cantilever. Os atomos da
ponta interagem com aqueles da superficie, produzindo deflexdo na mola devido as alteragdes

causadas pelas forcas de atracdo ou repulsdo.

Detector

Cantilever

V Ponta

Amostra

p > Ceramica piezoelétrica
e e ) Y
/1: —

Sistema de realimentacédo e
computador

Figura 2 — Diagrama esquematico do sistema de Microscopia de For¢a Atomica. Fonte: Stone 2012).

17



Os componentes essenciais de um AFM, e da maioria dos microscopios de varredura
por sonda, s30 uma ceramica piezoelétrica (scanner), um cantilever com a ponta, detector, que
mede as variacoes de posicdo e de intensidade da luz produzidas pelas deflexdes do
cantilever, sistema de realimentacao (feedback) e um computador, que armazena e processa as
diferentes deflexdes da sonda, transformando-as em imagens topograficas da superficie (2D

ou 3D), como mostra a figura 2. (Stone 2012)

O AFM também ¢ aplicavel ao estudo de interagdes moleculares com resolucdo na
ordem de 10"? N sugerindo a possibilidade de medida de interagdes individuais usando a
técnica de curva de forca ou espectroscopia de forca atdmica. (Johnson 2008) Quando se
determina a curva de forga em fun¢do da distdncia em um local determinado da superficie da
amostra, denomina-se espectroscopia de forca local. A curva de for¢a depende de varios
parametros, como o material que constitui a ponta da agulha de prova e sua funcionalizagdo, o
tipo de superficie em estudo, as moléculas adsorvidas na superficie do material e o ambiente
que envolve a superficie e a ponta. Mizes et al. (Mizes 1991) foram os primeiros a medir
diretamente a variacdo espacial da adesdo. Desde entdo, duas linhas principais tém
caracterizado a pesquisa de curvas de forca: (1) o estudo de diferentes interagdes em varios
meios e (2) a “cartografia” de tais interagdes, tracado em curvas de forga, a fim de distinguir
materiais com diferentes propriedades fisico-quimicas (uma espécie de “espectroscopia” de

superficie).

A Figura 3 mostra uma curva de forga tipica, identificando suas regides: A-B: a ponta
e a amostra ainda ndo estdo em contato, mas a ponta estd se aproximando da superficie; B: a
ponta do cantilever entra no contato com a amostra; C-D: a ponta ¢ pressionada contra a
superficie da amostra até a regido D e o cantilever se curva para cima; C-D: o cantilever sofre
uma deflexdao devido as forgas de atracdo (adesdo); D-E: a for¢a da sonda contra a amostra
diminui; E-F: no ponto F tem-se a ruptura de contato entre a ponta o substrato. No ponto G, o
cantilever volta a sua posi¢ao inicial. A distancia vertical F-G corresponde ao valor da forca
de adesdo entre a ponta e a amostra (pontual) e; G-H: a ponta e a amostra ja ndo estdo mais

em contato.(LEITE 2005; SANTOLIN 2009)

18



A r—""
A Curva de aproximacao s,
D Curva de afastamento 8
= A
*-é-: G —H c
: el
D-E .
. RN
: >
Deslocamento da amostra (nm) F | A

Figura 3 — Posicdo da ponta de AFM em relacdo a amostra durante a obtencdo de uma curva de

Jorca. Fonte: LEITE 2005; SANTOLIN 2009.

A deteccao de forcas interfaciais com resolu¢do nanométrica ¢ importante para
entender, em nivel molecular, fendmenos como fric¢ao, lubrificacdo, adesdo e fratura em
interfaces, forgas estruturais, estabilidade coloidal e sensoriamento. A resolugdo em forca no
AFM pode ser menor do que a magnitude da ligagdo quimica mais fraca (SMITH 1995), o
que torna possivel investigar interagdes moleculares individuais. Entretanto, grupos quimicos
especificos adsorvidos na ponta do AFM e interagindo com outras superficies sdo ainda

pouco definidos ou estudados e devem ser explorados.

O conceito de modificagdo quimica de sondas (SMITH 2003) torna o AFM sensivel a
interacdes moleculares de interesse. (MIZES, 1991) Empregam-se, nesse caso, pontas
funcionalizadas no estudo de forcas especificas por meio de curva de forga. Tais técnicas ja
sdo usadas para: (a) detectar forcas entre diferentes grupos moleculares, (b) medir energia de

superficie em escala nanométrica (LEITE, 2005).

A funcionalizacao das pontas proporciona seletividade e sensitividade para realizar as

interacdes moleculares de interesse, bem como a possibilidade de mapear quimicamente a
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superficie na nanoescala (BLANCHETTE, 2008; EBNER, 2008) Existem diversas técnicas
de funcionaliza¢do e imobilizagdo de biomoléculas na ponta de AFM e no substrato (mica);
tal processo deve proporcionar a interagao correta entre a molécula na ponta e a amostra
(SOTO 2005, JANISSEN, 2009; ETCHEGARAY, 2010), deixando os sitios ativos da amostra
propicios para a interacdo com a molécula disponivel na ponta de AFM, para ocorrer a

interacao.

Diversas estratégias estdo sendo criadas para imobilizar as moléculas na ponta do
AFM e em outros substratos de modo a favorecer uma interacdo correta entre ecles
(arquitetura/design de moléculas), para reduzir eventos multiplos e diferenciar os eventos de
reconhecimento especificos e inespecificos (Figura 4) dentro do sistema de estudo. No
contexto dos nanosensores, sabe-se que os dispositivos utilizados com AFM (cantilevers e
pontas) sdo baseados na tecnologia do silicio (S102, Si, Si3N4) e que estes ndo tém, por si sO,
atributos sensitivos. Para habilitar esses materiais a serem sensores seletivos e sensiveis,
comumente suas superficies sdo funcionalizadas com organosilanos que possuem grupos
funcionais terminais ativos para fornecer uma interface adequada entre o transdutor de silicio
e as moléculas a serem arquitetadas em sua superficie. Para aumentar a capacidade de
reconhecimento especifico, uma das etapas adicionais da funcionalizagdo ¢ a adicdo de um
elemento que seja flexivel, que possa atuar como um espagador (linker), como por exemplo, o
glutaraldeido, alcanotiois e o polietileno glicol (PEG), sendo este tltimo o mais utilizado. As
fungdes desses espagadores em um sistema de sensoriamento na nanoescala sdo: fornecer
mobilidade e liberdade de orientagdo estrutural para as moléculas, auxiliar a distinguir os
reconhecimentos especificos dos ndo especificos, prevenir deformidades estruturais e
desnaturagdo de moléculas biologicas e colaborar para a orientagdo uniforme das moléculas
na superficie, além de atuarem como uma ponte entre as superficies inorganicas e as
biomoléculas. As imobilizagdes desses grupamentos quimicos em superficies, como as das
pontas de AFM, sdo semelhantes a um jogo de pecas de montar, onde o encaixe dos blocos
(moléculas) pode ocorrer via reticulacdo ou adsor¢do fisica, onde o ambiente e a superficies
sdo controlados para imobilizar moléculas através das forcas naturais presentes; ou entao
podem ocorrer através da formacgdo de ligagdes covalentes, que ¢ a metodologia mais

utilizada, onde a modifica¢do da superficie ¢ alcancada através de reacdes quimicas.

Outros fatores fundamentais para a constru¢do do sensor em ponta de AFM sado a

geometria, raio, € a obtencdo da constante de mola (k) da ponta. Além disso, ¢ possivel

20



realizar as interagdes moleculares em diferentes condigdes ambientais: em ar ou em uma
célula fluida, dessa forma obtendo as medidas em micro ambientes controlados, uma grande

vantagem para a realiza¢do de medidas bioldgicas (SOTO, 2005; FRIDKIS-HARELI, 2001).

Sendo assim, aos se estudar interagdes entre o complexo analito-anticorpo sdo obtidas
curvas de forgas em diversas regides da amostra, onde tem-se a for¢a de ades@o. Dessa forma,
quando o anticorpo ¢ utilizado para deteccdo de um analito especifico em amostra e um
padrao de forcas for encontrado, isto quer dizer que o analito em questdo foi reconhecido

(Soto 2005; Deda 2013; Silva 2014).

(a) (b)

Force (nN)

* ey, =—\
]

28 3 32 34

Especifico Inespecifico \ Inespecifico

Figura 4 - (a) ponta de AFM se separando da amostra, (b) obtengdo de curva de for¢a, mostrando
uma curva tipica para interagdo analito-anticorpo, destacando a for¢a de adesdo e (c) comparagdo

entre formatos especifico e inespecificos de curva de for¢a. Fonte: Soto 2005; Deda 2013; Silva 2014
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5. METODOLOGIA

Este trabalho foi realizado no laboratério do Grupo de Optica e Nanoscopia - GON
(IF-UFAL) e no LAIF (ICBS-UFAL). O processo se iniciou com a funcionalizacdo das
superficies escolhidas para o estudo, e posteriormente foram realizadas as curvas de forcas

para verificar a presenc¢a de interagdes Ag-Ac.

Foram realizados um total de 3 processos de funcionalizagdo de superficies em um
periodo de 24 meses. Cada um dos processos apresentou a necessidade de adaptacdes a

medida com que as leituras foram realizadas.

A primeira parte do processo consistiu em verificar a eficiéncia do sensor e das sondas
mediante as condi¢des as quais seriam submetidas, uma vez que o objetivo do trabalho era
verificar for¢as em escalas muito pequenas e interacdes que resultam em curvas de for¢as com
formatos diferentes dos observados quando comparados a leituras realizadas em outros

materiais.

5.1 Sonda e substrato

A escolha das sondas teve como base o trabalho de (ROTANDARO, 2022) sobre as
influéncias dos tipos de sondas e substratos nas curvas de for¢as e adesao por AFM. No
referido trabalho fica descrito a eficiéncia das pontas de formato tetraédrico em leituras que
exijam a verificagdo de interagdes especificas e onde essas for¢as sdo extremamente pequenas
em uma escala de pN. As pontas escolhidas foram as de conformacao tetraédrica e composta
por Silicio, conforme descrito na literatura. Utilizamos sondas HYDRA com as seguintes
especificagdes: 6R-100NG-10, material: Silicio, f = 66 kHz e constante elastica k = 0.284
N/m.

O substrato adotado foi a Mica, que possui grande usabilidade em estudo com
materiais bioldgicos, uma vez que sua composi¢do, estrutura mais plana e carater hidrofilico
propiciam um ambiente de maior afinidade com moléculas bioldgicas, em especial moléculas

proteicas (FERREIRA; YAMANAKA, 2006).
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5.2 Silanizacao

Os substratos escolhidos foram submetidos a esterilizagcao por um equipamento de UV,
por cerca de 25 minutos. Nas laminulas de mica, um processo anterior denominado esfoliagao
foi realizado a fim de garantir uma superficie mais plana; neste uma pequena fita de

micropore € utilizada para retirar as camadas mais superficiais da mica.

Depois de serem retiradas da cadmara de UV, as sondas e as micas foram levadas a uma
camara de reacdo que foi previamente adaptada a fim de atender as necessidades do
experimento que exigia a construcdo das monocamadas automontadas, processo necessario

para fixar as moléculas proteicas.

S - 2. )

Fonte: Juliana Silva

Imagem 3: Camara de silaniza¢do, contendo uma entrada para infusdo do gds nitrogénio e
uma saida que posteriormente é vedada. Ao lado é possivel verificar uma laminula de mica e duas
sondas sobre etiquetas identificadas, e os compostos APTES e Trietilamina em tampas de eppendorf.

Fonte: autora,2023.

Foram colocadas juntamente na camara de reacdo duas tampas de eppendorf contendo
as solugdes de 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES). Este material ¢ descrito em trabalhos
envolvendo a constru¢do de monocamadas que receberam grupos amino como um agente
acoplador, isso porque além de se ligar efetivamente a superficie da mica, o APTES conserva
as atividades bioldgicas do material. Também foi utilizada a Trietilamina, que possui como
principal funcdo equilibrar o pH do ambiente e das superficies modificadas, garantindo que
mesmo apds o processo ele permanega neutro ou levemente basico. A camara recebeu um

fluxo de gas nitrogénio (N 2) por cerca de 15 minutos até que todo o gas Oxigénio (02) fosse

retirado e, posteriormente a isso, 0 ambiente foi vedado, permanecendo assim por 45 minutos,
tempo em que ocorre o processo de silanizagdo através da vaporizagdo das substancias ali

contidas.
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5.3 Fixacao antigeno e anticorpo

Mica — Para fixacdo do antigeno no substrato de Mica, foi realizado a pipetagem de 30uL da
solucdo de anticorpo, Anti-BSA - antibody produced in rabbit (Sigma-Aldrich®Merck
KGaA), que foi encaminhada para refrigeracdo por um periodo de 2 horas. Na sequéncia, as
micas passaram por um processo de lavagem em 3 beckers contendo agua Milli-Q®

(Sigma-Aldrich), estando prontas para a realizagdo das medidas.

Sonda — Terminado o processo de silanizacdo, as sondas foram colocadas dentro de tampas
de eppendorf contendo solucdo de Polietilenoglicol (PEG) de acordo com o trabalho de
(MORAES,2019) o PEG funciona como um tipo de degrau onde o antigeno ira se fixar e ter
um maior alcance ao substrato durante a varredura da sonda; em seguida elas foram levadas
para refrigeragdo por cerca de 2 horas. Terminado o tempo, as pontas foram lavadas em 3
beckers contendo agua Milli-Q®. Na sequéncia foram utilizadas novas tampas de eppendorf,
agora contendo a solugdo da proteina BSA, Bovine Serum Albumin (Sigma-Aldrich®Merck
KGaA). Apods a imersdo as pontas retornaram para refrigeracdo por mais 2 horas; decorrido

este tempo, ja se encontravam prontas para a realizacdo das medidas.
5.4 Curvas de Forca

O sistema utilizado para a realizagdo das leituras de forca foi o MultiView 1000
(Nanonics Ltd., Israel). Os dados obtidos foram interpretados pelo Software NWSI11
(Nanonics Ltd., Israel) que possibilita o acompanhar a varredura da amostra enquanto o

processo ainda esta ocorrendo, além de fornecer importantes parametros sobre as medidas. O

tratamento dos dados foi realizado através do Software OriginLab.

Imagem 4: Na sequéncia de imagens acima apresentada é possivel ver a) O Sensor AFM, b)
Sonda utilizada no sensor(Fonte: IF USP) e ¢) A sonda durante uma varredura. Fonte: autora,

2023.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO

Realizada a funcionalizagdo das superficies do biossensor, o objetivo passou a ser
demonstrar através da técnica de microscopia de forca atdmica (AFM), que o processo de fato
modificou as estruturas, possibilitando a leitura de interagdes antigeno anticorpo, e portanto,

viabilizou a constru¢ao do biossensor.

Esse fato pode ser verificado através da interpretacdo das curvas de forcas obtidas
antes ¢ depois das estruturas silanizadas. E importante compreender que a “digital” de uma

curva de forga ¢ o seu formato, como mencionado no capitulo 4, subitem 4.1.

As curvas de interagdes nao especificas, apresentam um formato bem definido
contendo apenas uma indentagdo na curva de retragcdo. Pode-se verificar essa caracteristica na
curva de forca apresentada a seguir, que foi realizada antes do procedimento de modificagdo

das estruturas.

Sonda AFM ponta tetraédrica: HYDRA
Sobre a mica

—— HYDRA + mica

0.6 0,8 1.0 g 1.4

deslocamento (UN)

Imagem 5: Curva de forga realizada com o sistema MV1000, utilizando uma ponta de formato
tetraédrica sobre uma superficie de mica, ambos ndo funcionalizados. Esta curva corresponde a

meédias do total de curvas de forcas realizadas. Fonte: autora,2023.

Na imagem podemos verificar a curva de forga gerada entre a interagdo de uma ponta

e de um substrato qualquer; neste caso foi utilizada uma pequena ldmina de Mica clivada e as
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medidas foram realizadas apenas para fins de calibracdo do sistema. Note que a forca
necessaria para desprender a ponta da superficie da mica estd entre -40 a -50 nN, isso porque
as unicas forcas ali envolvidas sdo as liga¢des fracas de ponte de hidrogénio e afinidade entre

ambos os materiais, que ndo gera uma forca grande o suficiente para ser tida como especifica.

Ap6s a primeira funcionalizagdo, as medidas das curvas de for¢a foram realizadas em
ar; o objetivo principal era compreender como os substratos funcionalizados se comportavam
e que forma teria a curva de for¢a fora do ambiente aquoso. O formato da curva de forga

obtida pode ser verificado na imagem a seguir.

Sonda AFM ponta esférica modelo HYDRA 5 - funcionalizada
Sobre Mica funcionalizada - Regido central

04

0,2

— HYDRA 5p funcionalizada + mica funcionalizada

0.0

0.2

Forca (nN)
.

0.6

0.8

20 -15 10 405 U0 05 1.0 1.9 20 25 30 35
deslocamento (UN)

Imagem 6: Curva de for¢a realizada com o sistema MVI000, utilizando substratos

funcionalizados, contudo as medidas foram realizadas em ar. Fonte: autora, 2023

As curvas de forca obtidas durante essa primeira parte do trabalho pds funcionalizagao
serviram para demonstrar que as estruturas utilizadas, tanto a ponta de Si quanto a laminula de

mica, haviam sido modificadas pelo processo de funcionalizagao.

Muito embora ndo seja possivel verificar os steps relacionados ao desenovelar de
proteinas, podemos verificar que a ponta necessitou de uma quantidade maior de forga para se
desgrudar do ponto de adesdo. As interacdes medidas apresentaram valores entre, -1.1nN a

-1.2 nN.
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O mesmo ndo foi observado durante as medidas realizadas em meio aquoso. A
imagem a seguir, mostra a curva de for¢a realizada com a sonda e a mica funcionalizadas e
imersas em agua MilliQ. A temperatura da d4gua também demonstrou ser um fator importante
para uma melhor efetividade na obtencao dos dados pelo sensor, uma vez que estamos
simulando a interagdo de componentes que dentro do organismo estdo aclimatados a uma

temperatura mais elevada que a do ambiente externo.

Curva de Forca realizada em meio liquido com superficies funcionalizadas

:__ -Albumina Sérica Bovina
100 -Anti-BSA
e : - -Tempo de interacao: 2.93 s
] LY -Forca Maxima aplicada: 0.312uN
50 G
=z i
& i
g, i
= 0+
£ 4
-B0
"1 DD T T T | T T T | T T T T T T | T T T |

I
0 0,02 0,04 0,06 0,08

deslocamento (UN)

Imagem 7: Curva de for¢a realizada com o sistema MV1000, utilizando substratos funcionalizados

e meio liquido. Fonte: autora, 2023.

E possivel verificar através da curva de forca apresentada que duas caracteristicas que
correspondem a efetiva interagao especifica entre o antigeno e o anticorpo sao supridas, que
seria o formato da curva apresentando steps, ou ainda como menciona (ETCHEGARAY;
BUENO; TESCHKE, 2010), esse perfil de retracdo da curva também pode ser denominado de
dente de serra, e ocorre devido a presenca de dois fendmenos chamados de desnaturagdo e
renaturagdo da proteina, durante o processo de alongamento das moléculas em decorréncia da
interacdo com a ponta, que se aproxima e se afasta. Por fim, a intensidade da curva em

questdo ¢ determinada pelas forcas exercidas durante estes processos.
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Em uma terceira parte do trabalho, foram realizadas medidas com apenas uma das
estruturas funcionalizadas, com o objetivo de verificar a interferéncia no formato da curva a
ser obtida. A imagem a seguir demonstra as caracteristicas da curva de forga resultante da

interacao entre a superficie de mica funcionalizada e a ponta nao funcionalizada.

Superficie funcionalizada e Ponta nao funcionalizada
T00 Medidas em liquido

4 Tempo de interacio: 5.48s

Forga maxima aplicada: 41nN

Forca nN

o 005 o1 015 02 028

deslocamento AN

Imagem 8: Curva de for¢a realizada em liquido, onde o substrato de mica foi funcionalizado e a

sonda ndo passou pelo processo de funcionalizag¢do. Fonte: autora, 2023.

Na imagem, ¢ possivel observar o ponto de adesdo da curva de forca e seu
desprendimento do substrato, sem a ocorréncia do efeito de multiplas indentagdes. De acordo
com (MOREAU, 2011), a auséncia do desenovelamento da proteina ¢ impedida de ocorrer

uma vez que seus sitios de ligagdo antigeno-anticorpo ndo foram ativados.
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8. CONCLUSAO

Este trabalho teve como objetivo central desenvolver um biossensor tendo como base
a microscopia de forca atomica, utilizando-se de componentes imunoldgicos para a
constru¢do de tal bio equipamento, e da manipulacdo da microscopia de for¢a quimica na

modificagdo efetiva das estruturas utilizadas.

As curvas de forgas realizadas antes do processo de funcionalizacdo demonstraram em
conjunto com a literatura atual a consisténcia no padrao de curvas realizadas em materiais nao
funcionalizados, bem como através da utilizagdo da técnica de AFM, foi possivel verificar a

relagdo antigeno-anticorpo de estruturas ja funcionalizadas.

As curvas de forga obtidas das interagdes especificas além de nos apresentar a
possibilidade de deteccdo de tais interagdes com o equipamento MV1000, possibilitou a
visualizacdo em uma escala infimamente pequena do desenrolar de uma proteina, a qual

possui como uma de suas principais caracteristicas o enovelamento.

O sucesso no desenvolvimento da técnica abre espago para a possibilidade de futuros
trabalhos utilizando proteinas diversas, sobretudo aquelas associadas ao diagndstico de

imunopatologias.

Ademais, seria valido destacar o crescente desenvolvimento na area de microscopia de
forca quimica, ou seja, das técnicas de modificagdes de estruturas para fixacdo de amostras
bioldgicas com o minimo de modificacdes em suas estruturas originais, a fim de que sejam

estudadas na integra.

Estes avangos tornam ainda mais vasta as possibilidades de trabalhos envolvendo o

progresso dos biossensores tendo a microscopia de for¢a atdmica como principal ferramenta.
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