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RESUMO

O diagnéstico da intolerancia a lactose, enquanto condi¢do genética ancestral ou predisposicao
representa atualmente uma das grandes preocupagdes da Nutrigenética em Portugal. A entrada em
vigor de regulamentacéo ditou a proibicdo da venda direta ao publico de testes genéticos relacionados
com a saude, passando a ser exclusiva por prescricdo médica, o que acarretou um aumento dos
precos. Perante esta conjuntura surge a necessidade de desenvolver metodologias alternativas de
baixo custo e acesso facilitado que permitam o rastreio da intolerancia a lactose. De acordo com os
interesses comerciais da empresa STAB VIDA, Lda., selecionou-se como alvo de estudo, o
polimorfismo de base unica (SNP) C/T -13910 presente no gene LCT, sendo que para além da proposta
de dois tipos de biossensores com base em nanoparticulas de ouro (em solugao e em chip), o protocolo
de sequenciacdo de Sanger utilizado para a identificagdo do genétipo de amostras clinicas foi
igualmente otimizado, com vista na diminui¢cdo dos custos inerentes ao atual servico.

O biossensor desenvolvido em solugdao possibilitou a detegao colorimétrica do alvo em
amostras clinicas de DNA (produtos PCR) com resolugdo ao nivel de uma base, seguindo uma
abordagem non-crosslinking. Recorreu-se a “nanossondas de ouro” resultantes da sintese e
funcionalizagdo de nanoparticulas de ouro esféricas (15 nm) ou anisométricas (nanoestrelas) com
oligonucledtidos tiolados, cuja sequéncia era especifica ao alvo de interesse. O principio de detegao
consistiu na alteragdo das propriedades 6ticas através da forga idnica, provocando a agregacao das
nanossondas. A agregacao diferencial colorimétrica decorrente do deslocamento da LSPR foi detetado
por espetrofotometria ultravioleta-visivel e em determinados casos, a “olho nu”, dada a forte coloragao
das solugdes.

Em chip (plataformas de vidro de borossilicato), a detecao de eventos de hibridagdo de DNA
efetuou-se com base na alteragdo do indice de refragao de nanoparticulas de ouro. Foram sintetizadas
nanoparticulas de ouro esféricas (80 nm) ou anisométricas (nanotriangulos), tendo sido posteriormente
depositadas e funcionalizadas com oligonucledétidos tiolados e com mercaptohexanol, passando a
designarem-se por “chip-sondas”. Todas as altera¢des efetuadas a superficie das nanoparticulas foram
avaliadas de forma individual e localizada, isto €, foram selecionadas através de microscopia de campo
escuro e o seu espetro ultravioleta-visivel adquirido. A interagéo ou ligagao de oligonucledtidos de DNA
com diferentes sequéncias (complementares ou ndo) a sonda, provocaram alteragdes no indice local
de refragdo das nanoparticulas, refletindo-se em deslocamentos da LSPR. A otimizagéo das condigbes
experimentais inerentes a preparagao dos chips-sonda e a reagao de hibridagao foi efetuada com DNA

sintético, tendo-se validado o desempenho de ambos 0s nanobiossensores com produtos PCR.

Palavras-chave: intolerancia a lactose, nanoparticulas de ouro, nanoparticulas anisométricas,

biossensor, espetrofotometria de UV-Vis, microscopia de campo escuro
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ABSTRACT

Lactose intolerance, an ancestral human genetic condition or predisposition and its diagnosis

became a major concern amongst doctors, nutritionists and society in general.

Once legislation prohibiting direct sale of health related genetic tests was put in place
(prescription only), the prices considerably increased. This triggered the need for the development of
low cost alternatives for lactose intolerance testing. Commercial interests of STAB VIDA, Lda,,
demanded the development of new biosensing approaches regarding a single nucleotide polymorphism
(SNP) variant, C/T -13910 (present in LCT gene) as biological target and gold nanoparticles as sensing
probes. As a result, two types of biosensors were assembled, one in solution and other on a chip; actual
Sanger sequencing protocol was also optimized, in order to reduce costs and subsequently the price of
the test.

Colorimetric detection of SNP C/T -13910 in clinical DNA samples (PCR products) was achieved
with a single base resolution by the use of gold nanoprobes in solution, following a non-crosslinking
methodology. These nanoprobes were produced through the synthesis and functionalization of spherical
and anisometric gold nanoparticles with modified oligonucleotides, complementary to the sequence that
contains the SNP. Detection principle consisted on the alteration of the optical properties through the
increase of ionic strength, thus promoting nanoprobes's aggregation. The differential colorimetric
aggregation was accompanied by a LSPR shift detected by UV-Vis spectrophotometry, which in some

cases avoided the use of any apparatus, due to the nanoparticle’s strong absorption coefficients.

According to chip approach, the detection of DNA hybridization events was performed based
on the alteration of the gold nanoparticle’s refractive index. Spherical and anisometric gold nanoparticles
were synthetized, and subsequently deposited and functionalized with both thiolated oligonucleotides
and mercaptohexanol, hence being denominated “chip-probe”. All modifications were evaluated
individually and on a single level by Dark Field Microscopy. The interaction or the actual binding of the
different DNA targets, both complementary or non-complementary caused alterations in the local
refractive index of the nanoprobe, thus being reflected in a LSPR shift. The preparation of the chip-probe
and hybridization reaction was optimized using synthetic DNA targets, enabling the validation of the

performance of both biosensors with PCR products.

Keywords: lactose intolerance, gold nanoparticles, anisometric nanoparticles, biosensor, UV-Vis

spectroscopy, dark field microscopy
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ABREVIATURAS E SIMBOLOS

Abs - Absorvancia

AFM - Atomic Force Microscopy (Microscopia de Forgca Atomica)

AgNP - Nanoparticulas de prata

APTES - 3-Aminopropiltrietoxisilano

AuNP - Nanoparticulas de ouro (esféricas, se tiverem a indicagdo do didmetro; ex. AUNP-15)
AuNS - Nanoparticulas de ouro em forma de estrela

AuNT - Nanoparticulas de ouro em forma de tridngulo

Au-seeds — Nucleos de crescimento de ouro revestidos com PVP

bp - base pair (pares de base)

CMC - Concentracao Micelar Critica

CTAB - Brometo de Cetiltrimetilaménio

DDA - Discrete Dipole Aproximation (Aproximagéao Dipolo Discreto)

DFM - Dark Field Microscopy (Microscopia de Campo Escuro)

DLS - Dynamic Light Scattering (Disperséo de Luz Dinamica)

DMF - Dimetilformamida

dNTPs - Deoxyribonucleotide Triphosphate (desoxirribonucleotideos trifosfatos)
dsDNA - Double Strand Deoxyribonucleic Acid (DNA de cadeia dupla)

DTT - Ditiotreitol

FOM - Figure of Merit (indice de mérito)

FWHM - Full-Width-Half-Maxim (largura a meia altura)

FWD - Forward (referente ao primer, no sentido 5 — 3’)

HPTA - Hipolactasia Primaria do Tipo Adulta

IL - Intolerancia a Lactose

LSPR - Localized Surface Plasmon Resonance (Ressonancia Plasmoénica de Superficie Localizada)
LPH — Lactase-Phlorizin Hydrolase (Hidrdlase da Lactase-Florizina)

MUA - Mercaptoundecanoic Acid (Acido 11-Mercaptoundecandico)

MCH - 6-Mercapto-hexanol

NPL - Nao Persisténcia a Lactase
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NP - Nanoparticula ou nanoparticulas

PL - Persisténcia a Lactase

POC - Point-Of-Care (teste rapido)

PVP - Polivinilpirrolidona

REV - Reverse (referente ao primer, no sentido reversoa 5’ — 3’, ou seja 3’ — 5’)
RI - Refractive Index (indice de Refracéo)

RIU - Refractive Index Unit (unidade de indice de refragéo)

SAM - Self Assembly Monolayer (Monocamada Auto-Montada)

SDS - Sodium Dodecyl Sulfate (Dodecilsulfato de sédio)

Seeds - nucleos de crescimento

SERS - Surface-enhanced Raman Spectroscopy (Espectroscopia de Raman amplificada pela

Superficie)

SntMepyP - Tetracloreto e tosilato de meso-tetra-(N-metil-4-piridil)porfirina de estanho (1V)
SNP - Single Nucleotide Polymorphism (Polimorfismo num unico nucleotido)

SPR - Surface Plasmon Resonance (Ressonancia Plasmonica de Superficie)

ssDNA - Single Stranded Deoxyribonucleic Acid (DNA de cadeia simples)

Tamb - Temperatura ambiente

TEM - Transmission Electron Microscopy (Microscopia de Transmissao Eletronica)

TEA - Trietanolamina
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numa NP esférica (A); LSPR numa NP nao esférica, com respetivos modos longitudinal e transversal
(B) (exemplo de um nanorod). Imagens adaptadas do sitio: http://nanohybrids.net/pages/plasmonics
(C) Campos eletromagnéticos dipolares a evidenciarem os chamados “hotspots” (representados a
vermelho), localizados especialmente nos vértices das NP 314 . ..., 162
Figura 5. 2 — Representagao esquematica da formagdo da SAM numa superficie de ouro apenas com
oligonucleoétidos tiolados (A) e apds incubagdo com o agente de bloqueio 6-MCH (B). Esquema
adaptado da refErEnCia 326.............cuiiiie ettt 165
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Figura 5. 4 — Esquema representativo dos equipamentos envolvidos e respetivos arranjos
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Figura 5. 6 — Representacdo esquematica de um AuNT nas diferentes etapas que abrangem cada
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Figura 5. 8 — A. Imagem de microscopio capturada pela camara CDD de uma zona do chip no qual foi
depositado uma amostra de coloide AUNP-80. A selecdo das AuNP foi feita usando a objetiva de 100x,
sendo que os pontos luminosos marcados com um circulo correspondem a AuNP esféricas com
didametros a rondarem os 80 nm. Destaque para a AuNP-80 n° 10, onde é visivel a cor verde,
caracteristica de AuNP-80. Para efeitos de obtencdo de um espetro individual, atendeu-se a
contribuigdo do background medido na zona interna ao circulo branco “BGD” correspondente. B.
Espetro representativo (AuNP-80 n°® 10) apds o procedimento de analise, no qual o valor da intensidade
de dispersao é corrigido, através da eliminacao de interferéncias (tais como a do fundo, da fonte de luz
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AuNT com 90 nm de aresta. Para efeitos de obtengdo de um espetro individual, atendeu-se a
contribuigdo do background medido na zona interna ao circulo branco “BGD” correspondente. B.
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+ 6-MCH 1 mM) na presenca de DNA alvo de sequéncia complementar (A) e ndo complementar (B). A
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Capitulo l.

Introducao Geral






Contextualizagao do tema

Com a conclusdo do Projeto Genoma Humano, um projeto internacional que consistiu na
sequenciagao do genoma humano e na identificagdo de todos os nucleétidos que o constituem, foi
possivel através do esfor¢co de inimeras equipas de investigagdo e de equipamentos dedicados, criar
condicdes para que se pudessem compreender os diversos fatores genéticos que modulam e causam
o desenvolvimento de determinadas condigdes médicas. Paralelamente, a quantidade de informacéao
adquirida no ambito de estudos epidemiolégicos, nomeadamente o genome-wide association study
(GWAS), no qual se identificaram milhées de polimorfismos de base unica (SNP), possibilitaram
também estabelecer correlagdes entre a ocorréncia deste tipo de polimorfismos e os fendtipos
associados a intolerancias ou alergias a determinados alimentos, como é o caso da lactose. Dado que
estes estudos decorreram a escala mundial, os dados recolhidos abrangeram informagdes relativas a
populacdes de diferentes etnias, faixas etéarias, etc. Este aspeto permitiu que se identificassem
diferentes variantes de SNP associadas a intolerancia a lactose (IL), cujas prevaléncias variam entre

diferentes populagdes.

Antes de se dispor destas informacgoes, a IL era considerada uma condi¢ao ancestral aos seres
humanos em idade adulta, caracterizada pela diminuigdo progressiva da produgédo de lactase. As
reagoes decorrentes da ingestao de lactose eram variaveis de individuo para individuo e os sintomas,
exclusivamente avaliados com base em métodos de diagndstico diretos (bidpsia) ou indiretos.
Entretanto, com a descodificagcdo e estudo do genoma humano foi possivel identificar o motivo pelo
qual alguns individuos em idade adulta possuiam a capacidade de digerir o dissacarideo da lactose. A
existéncia de um SNP, o C/T -13910 localizado na regiao reguladora do gene LCT (gene MCM6) foi
apontada como a principal causa para a manifestagao do fenétipo oposto ao partilhado pelos nossos
ancestrais. Desde entao, a area da Nutrigenética comegou a ganhar terreno e a procura pelos testes
de DNA para o diagnéstico molecular da IL aumentou consideravelmente. Esta situagéo foi fruto da
consciencializagao generalizada da populagdao face a importancia dos fatores genéticos na
manifestagdo e previsdo de determinadas doengas / condicbes de saude, dando-se assim inicio ao
desenvolvimento de inimeros protocolos especificos de genotipagem através de reagdes de

sequenciagao.

A STAB-Vida Lda. enquanto empresa de biotecnologia especializada em servigos genéticos
(sequenciacdo de Sanger, Next Generation Sequencing, etc.) utilizou esta informacdo para
disponibilizar ao publico uma ampla variedade de testes genéticos (intolerancia a lactose, doencga
celiaca, paternidade, etc.). Porém, com a recente implementagéo de legislagcdo que ditou a proibi¢ao
da venda direta ao publico de testes de DNA relacionados com a saude, a sua aquisi¢gao passou a ser
exclusivamente através de prescricio médica. Para a empresa STAB-Vida Lda., que mantém
colaboragbes com diversas instituicbes de saude dentro e fora de Portugal (hospitais e clinicas
privadas), a restricdo ao publico teve repercussdes imediatas na venda dos seus produtos e servicos,
acarretando um aumento do preco dos testes. O mais preocupante foi que estes argumentos serviram

para que se voltasse novamente a recorrer aos métodos convencionais (indiretos), sendo que alguns



deles, para além de serem algo invasivos, apresentam limitagées que podem resultar em diagnoésticos

inconclusivos, e consequentemente orientagdes clinicas pouco ajustadas.

Ainda que a detegio de sequéncias de acidos nucleicos especificos com base em reagbes de
sequenciacado de Sanger continue a ser o método mais rigoroso € menos invasivo, este envolve
procedimentos bastante complexos e dispendiosos, exigindo equipamento e pessoal técnico
especializados. Assim e dadas estas circunstancias, surge a necessidade de procurar alternativas aos
métodos de diagndstico molecular, nomeadamente ao teste genético da IL para uso em sistemas POC.
O desenvolvimento destes sistemas requer que estes sejam capazes de detetar com o mesmo grau de
sensibilidade e seletividade, os SNP associados as condigcdes médicas da IL, de forma simples, barata

€ cujo acesso ao cliente se efetue da forma o mais direta possivel.

Foi neste contexto que, em parceria com a STAB-Vida Lda. se desenvolveram durante este
projeto de Doutoramento quatro abordagens distintas de sistemas nanotecnolégicos em solugdo e em
chip para a detecao de sequéncias de DNA e acidos nucleicos especificamente relacionadas com a IL.
Dentro da vasta gama de sistemas nanotecnoldgicos aplicados a ensaios de biologia molecular, o uso
de nanoparticulas de ouro (AuNP), gracas as suas propriedades fisico-quimicas e especialmente
Gticas, unicas, sdo um dos componentes mais promissores na area do nanodiagnéstico. Os sistemas
de detegao propostos visam a sua futura implementagédo em sistemas POC com base em microfluidica
ou dispositivos portateis. Ainda no ambito de melhorar a rotina laboratorial e tornar um dos kits
Nutrigene da STAB-Vida Lda. mais competitivo no mercado, efetuaram-se alguns ajustes ao protocolo
vigente usado para a identificagdo dos gendtipos associados a IL, tornando-o mais rapido e menos

dispendioso.



1.1 Intolerancia a lactose e a opiniao publica

“O consumo do leite tem vindo a descer.” Jornal de Noticias, 17 de margo de 2016 “A intolerdncia a lactose
€ uma moda, para a qual ndo existe qualquer fundamento cientifico, e que resulta da influéncia da
industria de produgéo de soja.” Jornal Diario de Noticias, 13 de janeiro de 2016 “Devemos beber leite de
vaca? Discusséo faz baixar o consumo.” Jornal Diario de Noticias, 4 de setembro de 2015 “O leite ja ndo
é uma vaca sagrada.” Jornal Publico, 22 de fevereiro de 2015. Estes sdo s6 alguns exemplos de citagdes
que recentemente tém surgido nos 6rgdaos de comunicagdo social, que tém incontornavelmente

influenciando (e, muito!), a opinido publica.

Nos ultimos anos, a semelhancga do gluten, a intolerancia a lactose (IL) tem vindo a tornar-se
num tema bastante mediatizado, sobretudo quando em causa esta o bem-estar e salude alimentar.
Abordado nao sé por especialistas (nutricionistas, médicos endocrinologistas e geneticistas), o tema
da “intolerancia a lactose” tem também despertado o interesse da sociedade em geral, sobretudo numa
altura em que muito se discute e opina acerca de habitos alimentares saudaveis. E de relembrar que
em discussao esta um tema, que por si s6 é bastante polémico e que infelizmente ainda hoje, ndo esta
totalmente esclarecido. Quando a prépria informacéo disponivel néo é consensual, surgem inUmeras
“opinides”, muitas delas contraditérias e altamente falaciosas, cujo impacto acaba por dividir as
pessoas, levantando ainda mais duvidas: “Porque é que eu sou intolerante e ele, ndo é?” “Se ele ndo
bebe leite e sente-se melhor, também vou deixar de beber!” “Como é que eu sei se sou intolerante?”
... Nao é por acaso que a palavra “moda” surge na primeira citagao, visto que atualmente se assiste a

um fendmeno de auto-aconselhamento alimentar, na grande maioria das vezes, desajustado.

Como tal, embora todo o trabalho apresentado nesta Tese se foque numa vertente mais
nanotecnoldégica, nomeadamente no desenvolvimento de um sistema 6tico capaz de detetar o
polimorfismo C/T -13910 (rs4988235), responsavel pela IL, utilizando nanoparticulas de ouro, pareceu-
me fundamental sendo que € um tema tdo atual, apresentar uma introdugéo tedrica, que seja capaz de

algum modo, responder a todas as questdes acima referidas.



1.1.1 Definigdes de termos e conceitos

Na pesquisa de informacgéo relativa ao tema “intolerdncia a lactose” torna-se imperativo
esclarecer previamente o significado de cada termo que surge associado ao tema. E comum, sobretudo
quando se trata de informagdo nao cientifica, encontrarem-se inUmeros termos e designagdes, tais
como, ma absorcéo de lactose, hipolactasia e nao persisténcia da lactase, todos eles apresentados de
forma errénea como sinénimos de IL. Ainda que pequenas, existem diferengas entre estes conceitos

que devem ser esclarecidos.

A hipolactasia é definida como uma condigdo que se traduz na diminuigdo ou auséncia da
capacidade de produzir lactase. A incapacidade de produzir lactase resulta na ma absorgao ou
digestdo completa da lactose e por conseguinte, na intolerdncia a lactose. O aparecimento de
sintomas abdominais por ma absorgao de lactose caracteriza a IL, no entanto a ma absorgao de lactose

nem sempre provoca sintomas de IL.

A nao persisténcia da lactase (NPL) é por sua vez caracterizada por um declinio progressivo
da atividade da lactase apdés os primeiros anos de vida, dando origem a hipolactasia e
consequentemente a IL. Outro conceito é a persisténcia da lactase (PL) que surge como o oposto da
condicao se ser intolerante a lactose, refletindo o fenétipo ancestral de um individuo que é capaz de

digerir lactose, dado que revela alta atividade de lactase ao longo de toda a vida.

Em suma, quando se refere que um individuo € intolerante a lactose, tal corresponde a dizer
que o individuo manifesta sintomas de hipolactasia, mais especificamente, revela NPL no seu

organismo, ao longo da vida '-2.

1.1.2 Origem da Intolerancia a Lactose

A lactose (B-galactosil-1-4-glicose) é um dissacarideo (B-galactosideo) composto por glicose e
galactose (figura 1.1). A Unica fonte natural deste hidrato de carbono é o leite de mamiferos que
possuem placenta. A lactose é a primeira fonte de hidratos de carbono para os mamiferos sendo, nos

primeiros anos de vida, o agucar mais importante para o seu desenvolvimento.
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Figura 1. 1 - Féormulas estruturais do dimero da lactose e dos seus monémeros constituintes, a D-galactose e a

D-glucose.

A lactose é sintetizada nas células epiteliais das glandulas mamarias mediante uma reacéo que
depende de duas proteinas, a alfa-lactalbumina e a N-acetil-galactosil-transferase 3. A sua
concentracdo no leite varia segundo a espécie, sendo cerca de 7% no leite humano e cerca de 5% no
leite de vaca 4.

Com a domesticagao de animais, ha cerca de 10 mil anos, o ser humano passou a ingerir para
além do leite materno, como é caracteristico dos mamiferos nos primeiros anos de vida, leite de animal
em idade adulta. A inser¢do do leite na sua dieta deveu-se ao facto de, em determinadas alturas, a
fauna e flora nao serem capazes de suprir as suas necessidades, criando no homem a necessidade de
recorrer a ingestao de leite animal como alimento que lhe garantisse a sobrevivéncia. O que se verificou
ao longo do tempo, foi que essa necessidade conduziu a uma adaptagdo do homem ao meio. De tal
forma que hoje, embora saibamos que ancestralmente s6 fosse capaz de digerir lactose durante o
periodo lactente, o homem conservou a capacidade de a digerir também em idade adulta,

representando uma evolugdo “anémala” 2.

E em meados do século XX, na sequéncia de recorrentes sintomas gastrointestinais associados
a ingestao de leite, nomeadamente, diarreia, nduseas e vémitos, dores e inchago abdominal, que os
primeiros casos foram clinicamente documentados. No entanto, s6 a partir de 1960 é que as suas bases

bioquimicas comecaram a ser devidamente definidas por Dahlqvist et al 57.

Mais tarde, com a descoberta da importancia das vitaminas para a saude e da adigao de
vitamina D ao leite, as industrias de laticinios contribuiram amplamente para a alteragdo da “imagem”
do leite junto do publico consumidor. De alimento essencial para os recém-nascidos, passou a ser visto
como um dos alimentos mais completos e indicados em todas as faixas etarias. Os programas de
orientagdo nutricional passaram a estimular o aumento do consumo de leite, enfatizando os seus

beneficios a longo prazo, sobretudo na fortificagdo dos ossos através da fixagdo de calcio & °.

Em consequéncia deste crescente consumo de leite, cujo impacto se manifestou de forma
bastante heterogénea, ou seja, através de sintomas de gravidade dispar, inUmeros estudos que

envolviam a digestdo e absorgdo da lactose foram aprofundados 10 11,



1.1.3 Tipos de Hipolactasia

Para que ocorra absorc¢ao da lactose, o organismo deve possuir ou produzir uma enzima que
seja capaz de hidrolisar o dissacarideo. A enzima em questéo é a hidrélase da lactase-florizina (LPH),
normalmente designada apenas por lactase. Esta enzima é produzida nas microvilosidades da

membrana dos enterdcitos e tem a sua atividade maxima no intestino delgado proximal 1214,

Assim, com base na atividade da lactase, a hipolactasia (insuficiéncia/auséncia de lactase)
pode ser dividida em duas categorias, primaria e secundaria. Por sua vez, a hipolactasia primaria
subdivide-se em duas categorias, a de origem congénita e a do tipo adulto, enquanto a hipolactasia

secundaria pode também ser designada por adquirida.

Na tabela 1.1 estdo apresentadas categorias e subcategorias da hipolactasia, bem como as
suas caracteristicas que refletem a origem, a frequéncia, a producéao de lactase e quando se manifesta

esta condicao.

Tabela 1. 1 — Tipos e caracteristicas relativas a hipolactasia

HIPOLACTASIA

CONGENITA DO TIPO ADULTO
Frequéncia Rara Comum
Origem Hereditaria Ancestral
PRIMARIA (polimorfismo LCT) (polimorfismo MCM®6)
Producéo de lactase Incapacidade total ou Diminuics .
iminuigdo progressiva
escassa
Quando se manifesta? A Apos periodo de
nascenga ~
amamentagéao
Frequéncia Transitoria e reversivel
i Origem Danos ao nivel da mucosa intestinal
SECUNDARIA

Producgéo de lactase Diminuicao pontual

Quando? Variavel

A hipolactasia primaria que deriva de uma deficiéncia congénita da lactase, é considerada
uma variavel relativamente rara, presumivelmente transmitida por heranga genética autossomica

recessiva 12,

Esta condicdo é caracterizada por uma auséncia (ou escassez) de lactase ao nascimento,
sendo que nada tem a ver com deficiéncias ao nivel da histologia da mucosa, nem com a atividade das
enzimas digestivas. Nestes casos, é aconselhada a cessagdo por completo da ingestdo do leite

materno ou qualquer substituto que contenha lactose. Caso contrario, em situagcbes extremas, pode



mesmo conduzir @ morte (desidratagdo), uma vez que o organismo do recém-nascido ndo possui

qualquer capacidade de digerir esta biomolécula 1'-16.17,

A hipolactasia do tipo adulto (HPTA) é considerada uma caracteristica ancestral a espécie
humana, isto é, uma condicdo autossémica recessiva comum, resultante do declinio da atividade
fisiolégica da lactase em células intestinais, logo apds o fim do periodo de amamentagéo. A redugao
na expressao de lactase é geneticamente programada e irreversivel, cujo mecanismo, ainda hoje,

permanece desconhecido.

A atividade da lactase sofre um declinio por altura da idade do desmame, passando de intensa
a residual durante a vida adulta. A diminuicdo da atividade desta enzima é mais pronunciada durante
a infancia e a adolescéncia (5-10 anos), chegando a atingir apenas 5 a 10% dos niveis apresentados
ao nascimento, configurando um estado de hipolactasia ou ndo persisténcia da lactase '8. Esta situacao
leva a acumulagdo de lactose ao nivel do intestino delgado '°, aquando da ingestédo de leite ou seus
derivados e consequentemente, a um aumento da flora intestinal, cujos sintomas associados variam

de individuo para individuo. 1. 16,

Atualmente estima-se que cerca de 75% da populagdo mundial, na idade adulta, apresente
esta caracteristica '® (figura 1.2), e embora cause sintomas quando se da a ingestdo de leite ou

derivados, nao é considerada doenga, mas sim uma condig&o.

Figura 1. 2 - Mapa mundial representativo da prevaléncia da HPTA na populacédo atual. Imagem retirada do sitio
da ENSA 29, acedido em Abril de 2014.

Ao contrario da hipolactasia primaria, a hipolactasia secundaria ou adquirida ndo tem
qualquer implicacdo genética e é frequentemente transitéria e reversivel, resultando apenas de
alteragdes ao nivel da mucosa intestinal. Estas podem ser decorrentes de um sobrecrescimento
bacteriano, de lesbes da mucosa devido a doenga celiaca 2!, parasitoses, ressegdo do intestino

delgado, fibrose cistica, ou da ingestao de alcool e drogas ' 16,



1.1.4 Hipolactasia primaria do tipo adulto (HPTA)

1.1.4.1 Fatores que influenciam a prevaléncia da HPTA

Sabe-se hoje que o fendtipo “tolerante”, decorrente da persisténcia da lactase no organismo, é
observado com maior frequéncia em populagbes caucasianas descendentes de povos da Europa do
Norte, onde, ha cerca de 10 mil anos, foi introduzida a atividade pecuaria, com produgao e consumo
de leite e derivados 2 22 25, Em contraste, em regidbes onde as populacdes dependiam

fundamentalmente da agricultura no passado, esse fenoétipo ndo é tao frequente 1624,

Um exemplo de que a PL se desenvolveu de forma independente, em diferentes areas do
mundo 25, sdo os Estados Unidos da América, cuja populagdo apresenta 40 milhdes casos de pessoas
que sofrem de IL 6. Embora partilhem a mesma localizagdo geografica, o facto de serem fruto da
miscigenacao, é suficiente para, que na mesma populagéo existam prevaléncias da PL completamente
dispares. Em individuos adultos nativos a percentagem ronda os 75%, a semelhanca dos valores
estimados para populagées da Europa Central e Sul; em adultos afro-americanos o valor desce para
metade, ficando-se nos 30%, sendo que o valor de prevaléncia mais baixo é verificado em individuos
descendentes de asiaticos, cuja percentagem nao alcanga os 10%. Este exemplo vem corroborar a
teoria de que o desenvolvimento ancestral da pecuaria e introdugao do leite animal na dieta, em
alturas desfasadas, constituiu o principal fator para uma pressao seletiva a nivel geografico, mas

sobretudo étnico 26.

A mudanga no padrdo alimentar pode ter propiciado condigcbes para o aparecimento e
propagacdo dos genes dominantes, frutos das mutagbes, considerando que a PL constituiria uma
caracteristica vantajosa do ponto de vista evolutivo. Dai que as mutagdes identificadas em europeus
séo tao diferentes das encontradas em africanos. A PL gerou, uma vantagem seletiva de 1,5 a 19% em
cada geragdo 2728, Este valor indica uma forte pressao de selegdo comparavel a genes de resisténcia
da malaria (2-5% para a deficiéncia de G6PD, 5 a 18% para a anemia falciforme) em varias partes do

mundo 2°.

Levantou-se também a hipotese de que elevadas prevaléncias de PL manifestadas em
populagdes do norte europeu, se deviam a influéncia da lactose na absorcao intestinal de calcio.
Devido a escassa exposi¢cdo solar nessa regido, nas populagbes dessa regido havia uma elevada
prevaléncia de doengas 6sseas (raquitismo e osteomalacia). Por sua vez, a baixa exposi¢ao solar,
determinava uma ineficiente produgéo da vitamina D, comprometendo, por defeito a absorgéo de calcio
8.9.30, Esta seria uma das razdes que justificaria o facto dos individuos desta regido se terem adaptado
evolutivamente ao meio, através de uma maior tolerancia a lactose, por adaptagdo da sua flora
intestinal. Sendo que este argumento serviu de base para a propaganda usada no impulso ao consumo

de leite e derivados do século passado.

10



1.1.4.2 A enzima lactase e funcées dos genes LCT e MCM6

A lactase, LPH é uma enzima constituida por 1927 residuos de aminoacidos 4, caracteriza-se
por ser uma glicoproteina transmembranar de 160 kDa, cuja parte C-terminal € intracelular e a N-

terminal encontra-se na superficie luminar da bicamada lipidica dos enterdcitos.

O gene responsavel pela sua codificagao é o LCT, o qual apresenta 49,3 kb de comprimento e
esta localizado no brago longo do cromossoma 2, mais concretamente, no locus 2q21 2231, Este gene
possui 17 exdes, sendo que nas suas proximidades existe um outro, o MCM6 (MiniChromossome
Maintenance6), que devido a existéncia de uma sequéncia especifica de DNA (regido reguladora),

passa a desempenhar um papel fundamental no controle da atividade e regulacao do gene LCT 22,

A localizagdo de mutagdes no gene LCT ou nos genes adjacentes, que intervém diretamente
na expressao da lactase, como é o caso do MCM6, apresentam implicagdes distintas quanto a origem
da IL. Se por um lado, a IL em bebés é causada por mutagdes apenas ao nivel do gene LCT, a IL em
adultos (HPTA) é causada pela alteragdo genética e programada da atividade (expressédo) do gene
LCT.

No entanto, é necessario esclarecer que ao contrario do que se pensou durante muitos anos,
o fendtipo decorrente da nao persisténcia da lactase (“intolerante”) que corresponde a HPTA, € o tipo
ancestral, enquanto o fenétipo que resulta em persisténcia a lactase (“tolerante”) é decorrente de uma
mutacao pontual na regido reguladora do LCT, isto €, no gene MCM6. Outro aspeto importante a referir
€ que em casos de PL, nao se verificam quaisquer diferengas estruturais e funcionais entre a lactase

presente num individuo adulto, da lactase correspondente em criancga 33.

1.1.4.3 Diagnéstico da HPTA

O diagnéstico da HPTA pode ser realizado de duas formas, direta ou indireta. A quantificagao
direta da lactase via bidpsia do intestino delgado € um método bastante rigoroso, porém demasiado
invasivo 34 3. De modo a evitar as desconfortaveis endoscopias, diversos outros métodos indiretos
foram desenvolvidos com o propésito de diagnéstico, todos envolvendo a digestdo da lactose para

fornecer informagéo sobre a expressado da enzima.

O teste de glicose no sangue, ainda que seja considerado invasivo, dado que o paciente tem
de ingerir enormes quantidades de leite, é hoje em dia, bastante difundido no diagndstico da IL baseado
em analises clinicas 3. E um método que apresenta resultados bastante satisfatérios e semelhantes
aos provenientes da biopsia ao intestino delgado, tanto ao nivel da sensibilidade como da
especificidade, a rondarem ambos os 75-95%. Outro método comum é o teste do hidrogénio
expirado, sendo que entre todos os mencionados, é claramente o menos invasivo e 0 que apresenta
maior sensibilidade (60-100%) e especificidade (89-100%) 36-38,

Embora os testes descritos sejam eficazes na avaliagao da absorg¢ao de lactose, uma das suas
desvantagens é o facto de por exemplo, nao permitirem distinguir uma IL decorrente de HPTA, de uma

hipolactasia secundaria. Para além disso, requerem por parte do paciente, uma série de requisitos
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prévios na preparacao para o teste e garantias de que os cumpre na totalidade, pois s6 assim os

resultados podem ser validados . 16,

Por conseguinte, devido ao facto da hipolactasia primaria (congénita ou do tipo adulto, HPTA),
ser resultado da existéncia de mutacdes ao nivel dos genes LCT e MCM6 situados no locus LCT (figura
1.3), o diagndéstico por intermédio de um exame genético (sequenciagdo) é a forma mais rigorosa e
fidedigna de diagnosticar ambos os tipos de hipolactasia primaria, sobretudo a HPTA. Este tipo de teste
genético para HPTA, provou ter 100% de especificidade e 93% de sensibilidade na detegédo da IL em

criangas com 12 anos de idade 3°.

Como tal, em detrimento dos métodos supracitados, a abordagem genética apresenta inimeras
vantagens, na medida em que o resultado nao sofre qualquer tipo de interferéncia interna ou externa.
A genotipagem limita-se exclusivamente a fornecer o patriménio genético, permitindo a posteriori
correlacionar a componente genética de um individuo com a sua expressédo e regulacdo génica

envolvidas na producao de lactase.

A sequenciagao do gene LCT em individuos adultos, revela alteragdes na regido reguladora do
LCT, localizada no gene MCM®6, na qual até a data foram identificadas pelo menos 43 polimorfismos

de base Unica (SNP) e 9 delegdes/inser¢des de polimorfismos 3.

1.1.4.4 Polimorfismos de base Unica associados a HPTA

Em 2002, Enattah et al. identificou duas variantes de SNP, designadas por C/T -13910
(rs4988235) e G/A -22018 (rs182549), localizando-se ambos os polimorfismos a cerca de 14 e 22 Kb a
montante do gene LCT, respetivamente, nos intrdes 9 e 13 do gene MCM6 3. Na figura 1.3 é possivel
visualizar o mapa do cromossoma 2, nomeadamente a regido envolvente do gene LCT (MCM6), onde

estdo localizadas as variantes de polimorfismos relacionadas com a HPTA.
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Figura 1. 3 - A. Mapa do cromossoma 2, em destaque na segunda regido (2), da primeira banda (1) do brago longo
(locus 2921), B. Mapa do locus 2921 onde estdo situados os genes LCT e MCM6, nos quais os SNP podem ser
encontrados; C. Localizacdo dos SNP associados a HPTA entre os intrdes 9 e 13 do gene MCM6 nas populacdes
europeia, africana e do Médio Oriente. O SNP C/T -13910 (rs4988235) esta marcado com um (*). Imagem adaptada

da referéncia 3.

O estudo finlandés liderado por Enattah demonstrou que ambos os SNP estariam associados
ao fenotipo decorrente da HPTA em individuos de quatro populagées (Finlandia, Italia, Alemanha e
Coreia do Sul) 3. Na tabela 1.2 sdo apresentados os gendtipos dos dois polimorfismos C/T-13910
(rs4988235) e G/A -22018 (rs182549) e os respetivos fendtipos.
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Tabela 1. 2 — Polimorfismos responsaveis pela HPTA, C/T -13910 e G/A -22018, gendtipos e implicagdes quanto

a atividade da lactase.

Gendétipo Atividade da lactase (fenétipo)

SNP C/T -13910 (rs4988235)

cC Nao persisténcia da lactase (HPTA - intolerante)
CcT* Persisténcia da lactase (tolerante)
TT Persisténcia da lactase (tolerante)

SNP G/A -22018 (rs182549)

GG Nao persisténcia da lactase (HPTA - intolerante)
GA* Persisténcia da lactase (tolerante)
AA Persisténcia da lactase (tolerante)

O polimorfismo C/T-13910 (rs4988235), envolve as bases C e T e resulta em HPTA quando o
alelo C estd em homozigotia (genoétipo CC), apresentando uma frequéncia de 100% 27-4°. Por sua vez,
0 SNP G/A-22018 (rs182549) confere um fendtipo compativel com a HPTA em mais de 95% dos casos
guando ocorre a presenca de dois alelos G em homozigotia (GG) 3. Inversamente, a presenca dos
alelos T -13910 e A -22018 esta associada com o fendétipo compativel com a “persisténcia da lactase”

na fase adulta.

Segundo alguns autores, os heterozigotos CT do SNP-13910 e GA -22018 possuem atividade
intermediaria de lactase 38 4'.42, Para além do que, estes individuos sdo mais suscetiveis a desenvolver

IL secundaria e a eventuais eventos associados a lesdo da mucosa intestinal 38 42.43

Mais tarde, Tishkoff et al. identificou a existéncia de mais trés variantes de SNP relacionados
com a PL em diferentes populagdes africanas e do Médio Oriente. Respetivamente, o SNP T/G -13915
(rs41380347) foi identificado no Sudao e Médio Oriente, o G/C -14010 (rs145946881) em populacdes
quenianas e da Tanzania e o C/G -13907 (rs41525747) foi descoberto na populagéo da Etidpia, o que

fez estabelecer a hipdtese destas mutagdes poderem ser fruto de selegéo natural 44.

Os estudos prosseguiram no sentido de se desenvolver uma correlagdo da base genética com
os sintomas de HPTA em diferentes regides, tendo-se chegado a conclusdo que a condigdo HPTA é
ainda altamente prevalente em paises asiaticos e africanos (>90%), ao passo que nos paises do Norte

da Europa a prevaléncia do HPTA varia entre 1-18% 4547,
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1.2 Nanodiagnéstico, o uso da nanotecnologia aplicada ao diagnéstico

A nanomedicina baseia-se na aplicagado da nanotecnologia ao servi¢go da saude do homem, na
medida em que consiste na concegao, producao, caracterizagao ou aplicagao de elementos a escala
nanométrica, com vista na terapia, diagndstico e prevencdo de doengas. E atualmente, um dos
ramos com mais potencial da Medicina contemporanea, na medida em que retém uma grande parte
dos esforgos e investimentos que sdo feitos mundialmente, ao nivel da Ciéncia e da Medicina 4853,
Desde a investigacao fundamental ao desenvolvimento tecnolégico, a sua multidisciplinaridade
permite-lhe avangos bastantes promissores, capazes de, a médio prazo, proporcionar ao ser humano

uma vida mais saudavel e duradoura.

Na area do diagndstico, em concreto, a criacdo de sistemas e equipamentos point-of-care
(POC) proporcionam iniumeras vantagens tanto aos profissionais de saude, como aos pacientes.
Fornecem informagdes fundamentais na tomada de decisbes clinicas, de forma quase imediata, sem

comprometer a robustez e rigor que é requerida em questdes que envolvam a saude humana 54 55,

Utilizagao pelo paciente

Desenvolvimento

Laboratdrio de dispositivos

Figura 1. 4 — Componentes e etapas envolvidas no desenvolvimento de um sistema equipamento POC com

recurso a nanotecnologia.

Nesta dissertacdo, a nanotecnologia servira de elo de ligagdo no desenvolvimento de um
biossensor de DNA para a detegao do SNP C/T -13910 (rs4988235), o principal polimorfismo
responsavel pela IL. Esta abordagem surge no sentido de evitar o recurso a tecnologias de
sequenciagado, usufruindo apenas das caracteristicas e propriedades de nanoparticulas de ouro
(AuNP), tendo em vista, a criagdo de um equipamento POC de facil manuseamento, barato e portatil,

que seja capaz de, numa questao de minutos, responder a questao: “sou intolerante a lactose?”
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1.2.1 Nanoparticulas metalicas

As nanoparticulas metalicas (NPM) caracterizam-se por apresentarem dimensdes que variam
entre os 1 e 100 nm e por manifestarem propriedades totalmente distintas dos materiais que lhe deram
origem a escala macroscoépica, devido essencialmente a efeitos de superficie (relagdo volume/area
superficial) e de confinamento quantico %6 57, Estes fatores afetam simultaneamente a reatividade
guimica e as propriedades oticas, quimicas e elétricas dos materiais 8. As propriedades oticas em
particular, fazem das NPM excelentes componentes em biossensores (6ticos e eletroquimicos), em
terapia fotodindmica e para serem usadas como agentes de contraste em técnicas 6ticas de imagem
5962 Devido as suas excecionais propriedades, inércia a oxidagdo e facilidade de sintese e
funcionalizagdo das respetivas NMP, os metais mais utilizados sdo metais nobres, nomeadamente o

ouro e a prata.

1.2.2 Fendmeno de Ressonéncia Plasménica de Superficie Localizada (LSPR)

As propriedades 6ticas das NP de ouro e prata foram desde muito cedo empregues por
artesdes nas suas obras, sem que estes tivessem conhecimento do que estariam a usar. O primeiro
exemplo da aplicagdo de NP foi no Império Romano, nomeadamente no famoso calice de Licurgo, no
séc. IV a.C. A beleza desta peca reside no facto de a mesma refletir cor verde, ao passo que a cor
transmitida é vermelha (efeito plasmoénico). Mais tarde, na idade Média, a integragdo de NP em vitrais
de igrejas, permitiam que estas criassem diversos efeitos de cores, devido a variagao de incidéncia dos
raios solares durante o dia, mas também a existéncia de NP com diferentes morfologias. No entanto, o
primeiro estudo data do séc. XIX, quando Faraday realizou a sintese de uma disperséo coloidal de
AuNP 83,

As cores intensas apresentadas pelos coloides de NPM provém da interagdo do campo
eletromagnético da luz incidente (UV-Vis-IV) com os eletrdes livres da banda de valéncia das NP, como
ilustra a figura 1.5. Esta interagdo ocorre quando existe uma oscilagao eletrénica em ressonancia com
a frequéncia da radiagao incidente. Estas oscilagdes em ressonancia sdo denominadas de plasmdes
de superficie que podem ser conceptualizados como sendo dipolos elétricos, cuja energia (frequéncia)

depende sobretudo, da morfologia e dimensao da NP.

Este fendmeno designa-se assim por ressonancia plasménica de superficie localizada —
LSPR, sendo o responsavel pelos coeficientes excecionalmente elevados de absorgéo e dispersédo das
NPM na regido do visivel, bem como as propriedades que permitem uma maior sensibilidade em

métodos de detegao o6ticos do que os corantes organicos convencionais %4.
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Propagacéo
da luz

Campo Elétrico

Nuvem de eletrées

Figura 1. 5 — Representacdo esquematica do fendmeno de Ressonancia Plasmoénica de Superficie Localizada —

LSPR, induzido por um campo elétrico externo numa NPM.

Em 1908, o fendmeno LSPR foi formalizado e descrito por Mie %5 através da resolugdo das
equacoes de Maxwell para explicar a absorgéo e dispersao da radiagao eletromagnética por particulas
esféricas (e homogéneas). Mais recentemente, depois de se concluir que a solugéo analitica de Mie
nao era passivel de ser aplicada a geometrias mais complexas, foi necessario recorrer a outro tipo de
metodos numéricos para a resolugdo da condigdo de ressonancia. Visto que em particulas nao
esféricas ocorre um desfasamento dos eletrées de condugdo e um atraso no campo dipolar,
desenvolveram-se dois métodos: o de aproximacgao de dipolo discreto (DDA) e o das diferengas finitas
no dominio do tempo (FDTD) 6. 67, Estes métodos geralmente permitem prever matematicamente os
espetros de extingao de coloides de NPM esféricas e nao esféricas, sendo que o calculo da frequéncia
de ressonancia dos plasmoes de superficie se traduz no aparecimento de uma ou mais plasmoénicas

de ressonancia, respetivamente.

Embora as LSPR se apresentem localizadas na regido visivel-IV do espetro eletromagnético,
0 seu posicionamento exato (comprimento de onda) esta dependente de diversos fatores de indole

intrinseca e extrinseca as NP.

1.2.3 Fatores que influenciam a LSPR

As propriedades ¢6ticas das NPM variam significativamente de acordo com a localizagdo e
intensidade da LSPR. Os fatores que influenciam estes parametros podem ser intrinsecos, dos quais
se destacam a composig¢ao, tamanho, forma e cristalinidade das NP, a distancia interparticulas; ou

parametros extrinsecos relacionados sobretudo com a interagdo das NP com o meio 8.
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1.2.3.1 Composig¢éao

A prata, é por exceléncia, o metal que em termos oticos, apresenta mais vantagens
relativamente a todos os restantes metais nobres. A frequéncia de ressonancia plasmonica é tao alta,
que resulta no aparecimento de um pico LSPR bastante estreito e intenso. Este aspeto faz das AgNP
nanoestruturas extremamente sensiveis a qualquer interferéncia ao seu redor, e consequentemente,
otimos componentes na aplicagdo em sensores. Antagonicamente, a sua maior desvantagem como
transdutores oticos p. ex., € precisamente a elevada reatividade que manifesta perante condigdes
atmosféricas (oxigénio, luz e agua), levando por vezes a alteragcdo da morfologia original da NP e,
subsequentemente, a perda da sua sensibilidade. Esta € uma das razbes porque se opta pelo uso de
AuNP, ja que o ouro é um metal quimicamente mais estavel.

1.2.3.2 Tamanho e morfologia

Uma NP esférica que apresente elevada simetria, isto €, cuja razdo de aspeto seja igual a 1,
possui apenas uma ressonancia plasménica dipolar, independentemente do seu tamanho. Contudo, ja
as diferengas que se fazem notar em termos 6ticos, prendem-se com o didmetro das mesmas (figura
1.6A). Quanto maior este for, mais luz a NP dispersa, o mesmo é dizer que a frequéncia de ressonancia
plasmoénica é mais baixa. Para além disso, o alargamento do pico LSPR, tanto pode estar relacionado
com polidispersédo de tamanhos, no caso de se tratar de um coloide; ou da cristalinidade da propria NP,

se for o caso da avaliagdo das propriedades 6ticas de uma sé NP isolada.

A piametro B Razao de aspeto
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Figura 1. 6 - Dependéncia da LSPR em fungdo do tamanho de NP esféricas (A) e da morfologia em NP nio

Absorvancia / u.a

Abs nomalizada lua

esféricas (exemplo: nanorods) (B). Como a raz&o de aspeto em A é constante e igual a 1, o espetro das NP
esféricas apresenta apenas uma banda de ressonancia plasmoénica; como em B é variavel, uma vez que os
nanorods s&o um tipo de NP n&o esféricas bidimensionais (largura x altura), o espetro de um nanorod apresenta

duas plasménicas de ressonancia, a transversal (TSPR) e a longitudinal (LSPR).
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Em oposicdo, as NP ndo esféricas (p. ex. nanorods °, nanotriangulos 79-72) mostram mais do
que um modo de ressonancia plasmoénica, mais precisamente, dois modos dipolares; um na diregao
transversal (eixo curto), outro na diregdo longitudinal (eixo longo), dando origem a dois picos de
ressonancia plasmonica distintos, em diferentes posi¢cdes do espectro e com diferentes intensidades

(ver figura 1.6B).

O comprimento de onda do maximo da LSPR relativa ao modo longitudinal em NP
bidimensionais depende essencialmente da razdo dimensional (largura x altura), ao passo que a LSPR
transversal (ou TSPR, figura 1.6B) se situa geralmente em valores de maximo de comprimento de
onda de ressonancia compreendidos entre 515-525 nm. Outro aspeto relevante aplica-se a NP planares
do tipo triangular, cuja definicdo e angulo dos seus vértices também fazem variar a posigdo do
comprimento de onda do maximo da sua LSPR longitudinal. Assim, nanotridngulos com os vértices
truncados apresentam maior frequéncia de ressonancia plasmonica (localizados a comprimentos de
onda menores). O facto de a banda de LSPR longitudinal ser tdo sensivel a pequenas alteragdes do

ambiente que rodeia as NP, faz com que estas sejam 6timas para utilizagdo em biossensores.

Por outro lado, quando a geometria das NP se torna mais assimétrica, originam-se multiplos
modos dipolares degenerados, resultando em espetros mais complexos 3. Esta “complexidade” deve-
se na grande maioria das vezes, a sobreposi¢édo de picos LSPR, seguida do aparecimento de bandas;
bandas essas que correspondem aos picos de ressonancia plasmonica de todos os modos de
ressonancia que estédo a absorver em diferentes comprimentos de onda, como esta patente no espetro
de UV-Vis da figura 1.7.
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Figura 1. 7 — Modos dipolares degenerados em NP de ouro em forma de estrela (imagem de TEM e respetivo
espetro UV-Vis). Contribuigdo do nucleo (linha a tracejado), pontas simétricas (linha a ponto-trago) e assimétricas
(linha pontilhada) resultando numa banda alargada, devido a sobreposigdo dos diferentes modos de ressonancia

plasmonica (linha continua).
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Com base no que foi dito anteriormente, as NP de ouro em forma de estrela (AuNS), constituem
um excelente exemplo da existéncia de multiplos modos de ressonancia plasmoénica degenerados. Os
seus espetros de UV/Vis apresentam, regra geral, mais do que uma ressonancia plasmoénica
(preferencialmente duas). No entanto, quando estas NP apresentam um numero variavel de pontas
(alteragdo da simetria), ou estas ultimas tém tamanhos distintos, é provavel que todas as ressonancias
plasmoénicas correspondentes, com diferentes intensidades, se sobreponham e formem uma banda

extremamente alargada 74.

A possibilidade de controlar os parametros intrinsecos das NP (neste caso o niumero de pontas)
através da manipulagao das condigdes experimentais durante os processos de sintese 777, representa
uma grande vantagem para este tipo de nanomateriais, ja que as propriedades éticas variam bastante,

bem como a sua sensibilidade na dete¢do de biomoléculas (biossensores).

1.2.3.3 Distancia interparticulas/agregag¢ao de NP

Se por um lado, a LSPR ¢é dependente das caracteristicas intrinsecas das NP, a proximidade
entre elas e o fendbmeno de agregacdo, também sao fatores que a fazem variar. O fenédmeno de
agregacao representa a situacdo extrema de proximidade entre NP, caracterizando-se pela anulagéao
total ou quase total das repulsdes eletrostaticas. Tanto em situagbes de grande proximidade entre as
NP como da sua agregacao, a excitagdo dos plasmodes resultantes de interagcdes eletromagnéticas
entre NP adjacentes (interagbes de Coulomb), faz com que se gerem campos elétricos muito fortes,
com frequéncias elevadas, que conduzem a sobreposicao e intensificagao das diferentes plasmonicas
de ressonancia. Aos locais de sobreposicao plasmoénica da-se o nome de “hotspots”, sendo este um
dos aspetos mais atrativos e explorados em biossensores colorimétricos e aplicagdes plasmodnicas de

campo reforgado, como por exemplo na espetroscopia de Raman aumentada pela superficie (SERS)
78-80

1.2.3.4 indice de refragdo do meio

Existem parametros extrinsecos as NP que também afetam as propriedades éticas, sendo que
estes estdo relacionados sobretudo com a interagcdo das NP com o meio envolvente, através de

mudangas ao nivel do indice de refragado (RI) das mesmas 8" 82,

Dado que o RI varia com a temperatura, a densidade e a pressao, qualquer alteragdo na
interface com a NP pode influenciar a LSPR, tornando as NP ferramentas altamente sensiveis na
aplicagdo em biossensores 8. As mudangas de Rl podem ser provocadas pela interagdo ou ligagédo
com moléculas quimicas (sais, gases) ou biomoléculas (proteinas, DNA), resultando em variagdes

mensuraveis da posigdo do comprimento de onda do maximo da LSPR 82 84,85,

O comprimento de onda do maximo da LSPR sofre deslocamentos para o vermelho quando o
RI aumenta, induzindo uma diminuicdo da velocidade da luz no meio, diminuindo assim a sua energia.

Relativamente a intensidade da banda de LSPR, o confinamento da luz na regido onde se situam os
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plasmoées em ressonancia, pode promover o aumento da dispersao quando as NP tém moléculas

adsorvidas a sua superficie.

1.2.4 Nanoparticulas de ouro

Genericamente, quando o termo “coloide de ouro” é usado, parte-se do principio que se esteja
a fazer referéncia a nanoparticulas de ouro esféricas em suspensdo. A cor vermelha caracteristica
resulta da existéncia de uma banda LSPR de extingao, centrada a cerca de 520 nm. Esta banda é
pouco dependente do tamanho da particula e do Rl do meio que a rodeia, mas muda drasticamente
com a forma 5657 e distancia interparticulas 8 87, Neste Ultimo caso em particular, quando as AuNP
estdo demasiado proximas, ocorre a agregacao de AuNP, conduzindo a uma transigdo de cor
pronunciada de vermelho para azul devido ao acoplamento entre as plasmonicas, resultando numa
banda extremamente alargada, com maximo a rondar os 600 nm. A introdugéo destas AuNP é bastante
vantajosa para o desenvolvimento de biossensores em solugao, ja que sdo muito faceis de preparar, a
sua superficie é facilmente funcionalizavel com ligandos interessantes do ponto de vista bioldgico e sdo

biocompativeis.

Embora a forma esférica seja a mais estavel termodinamicamente, existem outros tipo de
coloides de ouro, nomeadamente de outras formas, que nido a esférica. De entre as diversas
nanoestruturas nao esféricas relatadas na literatura, destacam-se os nanocubos, NP em forma de

estrela, nanorods e nanotridngulos de ouro (ver figura 1.8).

Em conjunto com o elevado grau de biocompatibilidade do ouro, estas nanoestruturas
apresentam um enorme potencial, sobretudo ao nivel da sua utilizagdo enquanto marcadores 6ticos
para eventos de detegao, ja que existem inimeros estudos que comprovam que comparativamente as

NP esféricas, estas apresentam uma maior sensibilidade, dado que se geram campos elétricos fortes

nas suas extremidades.

Figura 1. 8 — Imagens TEM representativas de diversas nanoestruturas de ouro: esferas (A); cubos (B); estrelas
(C), rods (D) e triangulos (E).

1.2.5 Sintese de nanoparticulas de ouro

A sintese de NPM apresenta uma enorme variedade de metodologias conforme o fim
pretendido, podendo recorrer-se a técnicas de ablagao por laser e deposi¢cao por laser ou a métodos

quimicos. Em particular, a sintese de AuNP por métodos quimicos tem vindo a ser aplicada de forma a
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obter uma grande variedade de AuNP de diferentes tamanhos e morfologias, sendo de grande interesse

uma maior compreensao do processo de formagao de NP para um maior controlo da sintese.

A preparagdo de AuNP por métodos quimicos em solugdo encontra-se amplamente
referenciada na literatura 59 60.77. 8891 Geralmente envolvem o uso de um sal do respetivo metal em
solugdo e a adicdo de um agente redutor (p. ex. citrato de sddio, boro-hidreto de sédio) 8 9294 A
presenga de uma espécie que adsorve a superficie das AUNP ou agente de revestimento (pode ser o
proprio redutor 88 93, tensioativos 90 91. 95 tigis 9. 97 ou polimeros 8 99) em solugdo, permite estabilizar e
funcionalizar as NP formadas, exercendo um papel importante no controlo da agregac¢ao, do tamanho,

forma e da orientagao cristalografica superficial das NP 9°.

Atualmente, de entre os inumeros métodos disponiveis, continua a recorrer-se sobretudo a
métodos de reducao direta, redugao fotoquimica e a métodos de crescimento a partir de seeds de

pequenas dimensdes, sendo que estes envolvem geralmente mais do que um passo reacional.

1.2.5.1 Métodos de reducéao direta

Um dos métodos de redugdo direta mais utilizados de sempre, habitualmente designado por
“método do citrato” foi inicialmente descrito por Turkevich 19, tendo sido desenvolvido e otimizado mais
tarde por outros investigadores 88.93. 101,102 Este método caracteriza-se pela redugdo do sal de ouro em
solugdo acidica (geralmente, o acido tetracloroaurico) a temperatura elevada, por agdo do citrato de
sodio. Desta redugao resulta a formagédo de AuNP com tamanhos a variar entre os 13 e os 150 nm de
diametro 8 193, Um método semelhante usa o agente redutor boro-hidreto de sédio que permite obter
a temperatura ambiente, em metanol ou em solu¢do aquosa, AUNP mais pequenas com cerca de 2-5

nm de diametro 104105,

Nao sé AuNP esféricas sdo formadas por intermédio de métodos de redugéo direta, também
podendo ser sintetizadas NP n&o esféricas. Lin et al., descreveu um método extremamente simples de
preparar e controlar a forma de diversas NP com tamanhos a rondar os 150-200 nm . O processo de
formacao destas NP decorre através redugao do sal de ouro em solugéo de dimetilformamida (DMF) e
na presenga de polivinilpirrolidona (PVP), sendo que por variagdo das condi¢cdes de temperatura e pH
se podem sintetizar diferentes NP com forma de dodecaedros, tetraedros truncados, cubos, octaedros

e NP planares do tipo hexagonal.

1.2.5.2 Métodos de redugao fotoquimica/fotocatalitica

Foram descritos varios métodos fotoquimicos para sintese de AuNP, quer por fotorredugao
direta do precursor metalico 196 197 quer pelo recurso a fotossensibilizadores, como espécies
intermediarias, que usam a luz para ativara transferéncia eletronica para redugao do metal em solugéo
90, 91,108 Este ultimo método combina as vantagens de um método fotoquimico com os beneficios de
uma reacao catalisada, da qual advém a possibilidade de controlar as caracteristicas morfologicas das

NP através do uso de redutores fracos e de catalisadores.
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Miranda et. al., reportaram um método tem a particularidade de as etapas de nucleagéo e
crescimento / formacdo da NP ocorrerem concomitantemente no mesmo recipiente, a temperatura
ambiente e a pH 7. Em solucdo de trietanolamina (TEA) a pH neutro, na presenga de brometo de
cetiltrimetilaménio (CTAB), da-se a redugdo do sal de ouro controlada fotocatalicamente por uma
metaloporfirina de estanho (IV), obtendo-se NP planares em forma de tridngulo com um comprimento
de aresta médio compreendido entre os 50 e os 250 nm. Este método de facil implementagéo
proporciona rendimentos acima dos 80% e um controlo bastante rigoroso do tamanho das NP por

variagdo da concentragédo da espécie fotossensivel, a SNP(IV) 9,

1.2.5.3 Métodos de crescimento mediado por seeds

O crescimento de NP a partir de seeds de pequenas dimensdes permite, através do controlo
das condig¢des de sintese, preparar suspensdes coloidais de AUNP com tamanho, forma e estrutura

cristalografica superficial especificas 109 110,

A forma e a estrutura cristalogréafica superficial das AuNP resultam de um balanco entre a
tendéncia para a formacgao de facetas cristalograficas, gracas as diferentes afinidades e formas de
interagao das espécies em solugao (estabilizadores, tensioativos ') com a estrutura cristalina do metal
em questdo, bem como da cinética de crescimento (velocidade de redugéo e posterior deposigcéo de

atomos de ouro) %9 95, 112-117,

Contudo, é importante considerar que as condigbes necessarias para a nucleagdo sao
exatamente o oposto ao que é exigido para o crescimento seletivo das facetas. Seeds de ouro de
pequenas dimensdes sdo formadas sob condi¢cdes de elevada sobressaturagdo quimica, o que leva a
uma velocidade de nucleacgéo (redugéo) mais rapida, formando invariavelmente nucleos esféricos com
energias superficiais baixas e tamanhos compreendidos entre 3 e 5 nm. Como consequéncia, o controlo
da forma é alcangado através de um processo de duas etapas designado por "crescimento mediado
por seeds", sendo que a fase de crescimento é consideravelmente mais lenta e sob condi¢gdes de
reducdo mais fracas, do que a etapa de nucleagao 8. Por sua vez, foi Xia et al. um dos pioneiros na

utilizagado de seeds na formagéo de estruturas com diversas geometrias.

Os agentes de revestimento tém um papel preponderante, sobretudo neste tipo de abordagem,
ja que sédo eles que ditam a morfologia da NP. Para além de fornecerem estabilidade coloidal, estes
agentes facilitam o crescimento preferencial de facetas especificas para que estes adquiram forma
cristalina. Os que sdo habitualmente empregues séo os tensioativos do tipo CTAX (X=CI-, Brou I) 1"
119,120 ¢ o polimero PVP estando estes envolvidos em inimeras sinteses de NP com morfologias

diferentes, incluindo rods, cubos, estrelas e triangulos, embora outros sejam igualmente usados 121,

Determinadas espécies presentes em solugao podem interferir com os reagentes, podendo
alterar a afinidade destes relativamente a estrutura cristalina do ouro. Tal alteragdo pode ser através
do bloqueio de determinadas facetas durante o processo de crescimento, e consequentemente a
formag&o de NP com outras morfologias. Por exemplo, no mesmo processo de sintese (fotocatalitico)

descrito anteriormente, a presenca de ides cloreto na solugao de sintese faz aumentar a afinidade do
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CTAB para a faceta [111] da seed cristalina, resultando na formagao de NP em forma de tridngulo; por
outro lado, na presenca de ides brometo, estes ligam-se preferencialmente a faceta [100], formando
desta forma, nanocubos de ouro %' 122,

No entanto, uma das maiores desvantagens associadas ao uso de tensioativos do tipo CTAX,
como um agente de revestimento é de que este se liga fortemente as NP, tornando-se particularmente
dificil quimicamente substituir o CTAX com outras moléculas mais biocompativeis e biofuncionais. Além
disso, CTAX é conhecido por ser um revestimento altamente citotoxico. Varias estratégias tém, no
entanto, foram examinados a fim de trocar o CTAX com diferentes ligandos para aumentar a

biocompatibilidade e reduzir a citotoxicidade.

1.2.6 Funcionalizagédo de nanoparticulas de ouro

No ambito da conversdo das NPM em materiais hibridos, a sua superficie requer modificagbes
através do uso de material organico que lhe proporcione a funcionalidade pretendida. A superficie das
AuNP é particularmente facil de alterar, sobretudo quando estas estdo estabilizadas por agentes de
revestimento labeis (p. ex. citrato), podendo ser substituidos por moléculas com funcionalidades que

aumentem a compatibilidade biolégica, sem que a sua estabilidade coloidal fique comprometida.

A funcionalizagdo de AuNP implica a troca efetiva do agente de revestimento por uma nova
molécula, cuja ligagdo tende a ser mais forte. Para o efeito pode recorrer-se a diversos tipos de
moléculas ou biomoléculas, desde que estas possam ser modificadas através da insercdo de grupos
funcionais. Nestes grupos funcionais, o enxofre dos tidis e sulfonatos, o azoto das aminas e o fésforo
dos fosfatos sdo preferencialmente os responsaveis pela ligagdo. O método mais comum para a
funcionalizacdo de AuNP é, indiscutivelmente, o que recorre a quimica do tiol, sendo que na grande
maioria das vezes conduz a formagé&o de uma monocamada auto-montada (SAM) na superficie da NP.
Este processo decorre geralmente sem necessidade de condi¢cdes experimentais especificas,
caracterizando-se por ser um processo termodinamicamente espontaneo. Ainda assim,
independentemente do caracter do ligando, € um processo que se divide em duas etapas. Numa
primeira fase, as biomoléculas carregadas electrostaticamente vao sendo adsorvidas a superficie da
NP, acabando por formar ligacao S-Au, até que num segundo passo, as biomoléculas auto-organizam-

se, acabando por formar a SAM.

Por exemplo, para reforgar a estabilidade de AuNP esféricas revestidas com ides citrato, é
comum substituir-se o revestimento com moléculas de &cido 11- mercaptoundecandico (11-MUA). O
11-MUA apresenta uma afinidade para com o ouro bastante mais elevada por causa de grupo tiol (R-
SH) presente na sua estrutura, que se liga a superficies metalicas por quimissorgéo. No entanto, devido
a elevada energia envolvida na ligagao (cerca de 200 kJ / mol) &, por vezes, designada de ligagéao

covalente do tipo dativa 123,

Em determinados casos, esta abordagem de substituicdo de agentes de revestimento néo é
inteiramente possivel; existem moléculas tensioativas e poliméricas, como o CTAB e o PVP, que

formam camadas bastante densas a volta das NP e cujas intera¢des sdo consideradas fortes, tornando-
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se extremamente dificil a sua remog&o. Assim, em vez da troca, procede-se a conjugag¢ao das novas
moléculas as NP. Em suma, as biomoléculas podem ser conjugadas com NP através de adsorgéo fisica
(fisissorgao), através de interagdes eletrostaticas ou por quimissorgao, cujas ligagdes apresentam
natureza covalentes ou covalente-dativas, sendo estas bastante mais fortes do que as presentes nos
fendmenos de fisissorgdo 124 125, A tabela 1.3 inclui as principais estratégias para o bioconjugacgao de
NP plasmonicas.

Tabela 1. 3 — Estratégias de bioconjugagéo usadas em NP plasmoénicas.

Tipo de interacao Origem da interagao Exemplos Referéncias

DNA, proteinas,
Interagéo carga, processos layer enzimas, anticorpos, 126-129
eletrostatica by layer biopolimeros
polieletrolitos
tidis (primarios e ditiol)
tiol seguidas de reacdes

click chemistry ou DNA (oligonucleotidos

ifi Anti 130-135
) NHS/EDC modlflcados): péptidos e
Interagao covalente proteinas
(dativa) tidis alquilo com grupos
hidroxilo (SAM)
aminas D!\IA’ péptiQos, 136,137
proteinas e anticorpos
InteragGes van der . proteinas e “coroas de 138-140
Waals triptofano proteinas”

A bioconjugacao pode ser efetuada diretamente na superficie da NP ou por recurso a um
agente de reticulagdo bifuncional. Em biossensores, o grande desafio associado a alteragdo da
superficie metalica das NP, é controlar a quantidade de material que fica efetivamente ligado a8 mesma,
bem como a orientagdo que as biomoléculas adquirem, de modo a que seja possivel alcangar uma

quimica de superficie acessivel, com alta especificidade para a ligagdo de analitos 141-143,

As estratégias e tipos de interagcdes envolvidas na bioconjugacdo de AuNP dependem do
objetivo-alvo de detecdo. Na tabela 1.4 sdo referidos os principais tipos de interagdes presentes em
sistemas de detegdo, nomeadamente entre o transdutor bioconjugado com o elemento de
reconhecimento e o alvo. Estas interagbes baseiam-se, sobretudo no principio “chave-fechadura” entre
a biomolécula conjugada e a respetiva biomolécula complementar, interagées essas que, apresentam

um caracter altamente especifico.
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Tabela 1. 4 — Principais tipos de interagdo entre AuNP conjugadas com biomoléculas e as moléculas alvo,

aplicadas em sensores.

Elemento de reconhecimento Interagao Analito (alvo) Referéncias
DNAIRNA 87, 144, 145
Hibridagao DNA/RNA
Acidos nucleicos - péptidos 146

R ) Proteinas, aminoacidos,
Aptameros Ligando-recetor . 147
agucares, pesticidas

Antigénios, células,

Antigénio-
Anticorpos _ microrganismos, 148, 149
anticorpo .
proteinas
Biotina- DNA modificado com
Estreptavidina 136
estreptavidina biotina

Relativamente as restantes biomoléculas mencionadas na tabela a utilizagdo de
oligonucledtidos, enquanto elemento de reconhecimento, destacam-se pela sua versatilidade, uma vez
que ao serem sintetizados em laboratério, ndo sé é possivel definir a sequéncia de acordo com o alvo,
como o numero de nucledtidos e ainda modificar estruturalmente os oligonucleétidos. Assim, para ativar
a ligacao especifica a superficie das NP, é necessaria a modificagdo de uma das suas extremidades,

através da insergao de um grupo tiol ou dissulfeto.

Geralmente os oligonucledtidos tiolados, a semelhanga do que acontece com os alcanotidis em
filmes de ouro, revelem uma elevada tendéncia para a formacao de camadas SAM a temperatura
ambiente. Em contrapartida, em superficies curvas, como € o caso das AuNP esféricas, ocorre uma
maior desorganizacao, isto €, o empacotamento ndo é tdo denso devido ao facto de haver menos
pontos de interagéo entre os ligandos. Como tal, na funcionalizagdo de AuNP com oligonucledtidos é
algo comum usarem-se moléculas (sais, tensioativos, alcanotiois, etc.) que ajudem a criar camadas
mais ou menos densas, a0 mesmo tempo que, promovem um empacotamento mais rapido e eficiente,
fazendo com que as suas sequéncias se tornem mais acessiveis em eventos de hibridagao 150-152,
Depois de formados os bioconjugados do tipo AuNP-DNA, estes passam a designar-se por
“nanossondas”.

Para além da quantidade (nimero) de oligonucledétidos que sdo adicionados, o0 comprimento e
sequéncia dos mesmos sao fatores que podem influenciar a estabilidade da nanossonda. Para uma
funcionalizagao eficiente, deve assegurar-se que toda a superficie & devidamente preenchida, ou seja,
definir a quantidade de moléculas de DNA minima (razdo [oligonucledtido]/[AuNP]) para que sejam

garantidas repulsbes eletrostaticas capazes de prevenir a agregagdo das AuNP, j& que estes
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bioconjugados revelam instabilidade coloidal a altas temperaturas e na presenca de solugdes de forca

idnica elevada.

O método mais utilizado para a preparacao de nanossondas estaveis em solugéo é conhecido
como "salt aging" '%3. O nome deriva do facto de, depois de apos ocorrer a troca do agente de
revestimento original pelo oligonucleétido, se efetuarem varias adigbes consecutivas de sal (p. ex.
NaCl), resultando num aumento gradual da sua concentracdo até cerca de 0,5 M. Este aspeto ira
assegurar a adsor¢cdo e a organizagdo ordenada dos oligonucleétidos a superficie da AuNP,
maximizando a sua densidade em torno de cada particula. Embora este método exigisse um longo
periodo de tempo até se alcancar um eficiente empacotamento dos oligonucleétidos, este pode ser
encurtado através da utilizagdo de ultrassons e/ou da adicdo de tensioativos (p. ex., SDS ou Tween-
20), que impedem que as moléculas de DNA se liguem inespecificamente a AuNP e/ou levando a
agregacdo destas '52. Para além destes, ja se encontram na literatura diversos outros métodos de
funcionalizagdo de AuNP com oligonucleétidos, sem requererem do uso de sais; com tempos de
preparagdo da nanossonda e empacotamentos quase imediatos %4, s6 que na grande maioria das

vezes, a sua estabilidade coloidal é posta em causa.

A adsorc¢éao dos oligonucleétidos tiolados em AuNP que possuam faces planas, como é o caso
dos AuNT, demonstra uma tendéncia semelhante ao que se sucede em superficies de ouro. A formagao
destas nanossondas envolve um tipo de empacotamento caracteristico de SAM, ou seja, altamente
organizado e denso, que leva a que os oligonucleotidos estejam tao proximos uns dos outros, tornando-
se necessario garantir que as suas sequéncias se mantém acessiveis para que possam hibridar com
alvos complementares. A excessiva densidade pode causar impedimento estérico e repulsao
eletrostatica entre eles, interferindo na reacao de hibridagao. Este aspeto n&o é tao relevante nas AuNP
esféricas porque a prépria curvatura impede esse tipo de interagdo. Uma das formas de contornar esta
situacao, é introduzindo um “espacgador” ndo complementar entre a AuNP e o oligonucledtido, p. ex.
uma sequéncia de 10 adeninas (espagador poli-A). Outra solugédo passa pela adigdo de alcanotiois de

cadeia curta, intercalados com os oligonucleétidos, formando uma espécie de “SAM mista” 150,
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1.3 Biossensores

De um modo geral, um biossensor (figura 1.9) é definido como um dispositivo analitico
integrado com dois tipos de componentes, nomeadamente uma sonda contendo o elemento de
reconhecimento biolégico e um transdutor de sinal, onde este ultimo converte a agédo (reagdo ou
interagdo) do material de reconhecimento com o analito, em dados passiveis de serem processados e
analisados.

Sonda com
elemento de
reconhecimento
biomolecular

Processador |
de sinal

Transdutor

Figura 1. 9 — Configuracdo de um biossensor com os respetivos elementos funcionais.

Se for necessaria a quantificagcao, o sinal de saida do transdutor deve ser correlacionado com
a concentracdo do analito de interesse, onde o intervalo de concentracdo depende da gama dindmica
do sistema de detecdo '55. Muitos sistemas de detegdo também fornecem informacgdes sobre a

afinidade de ligagao e cinética para a interagdo .

A seletividade e a sensibilidade do biossensor sdo aspetos determinados pelo componente de
reconhecimento e o transdutor, respetivamente. O reconhecimento de material bioldégico pode ser
efetuado biocataliticamente, através do uso de enzimas, microrganismos ou tecidos; ou em termos de

afinidade, como acontece com anticorpos e acidos nucleicos/DNA 157,

Os biossensores podem ser divididos em diferentes classes dependendo do tipo de evento
bioanalitico, do mecanismo de transdugido ou da area de aplicagdo. No entanto, habitualmente sao
divididos em dois grupos, sendo que a condi¢do que os distingue, é o facto de requererem ou ndo o

uso de marcadores 158 159,

Embora os métodos de detegédo que recorrem a marcagao (sondas ou moléculas alvo) sejam,
frequentemente, mais sensiveis, a sua preparagao é bastante dispendiosa e possuem a desvantagem
de, ao efetuar-se marcagcdo molecular com, p. ex. um marcador fluorescente, quimioluinescente,
enzimatico ou sonda radioativa, estes podem afetar a funcionalidade/ atividade da molécula e induzir a
agregacao. Por outro lado, os biossensores ndo marcados, caracterizam-se por serem mais versateis

e permitirem uma analise direta, quantitativa e em tempo real de eventos de ligagdo biomolecular 58
160
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1.3.1 Biossensores de DNA

O DNA ¢é especialmente adequado para aplicagdo em biossensores devido ao seu grande
potencial de reconhecimento molecular. Ao contrario das enzimas e anticorpos, as moléculas de DNA
formam ligagdes muito facilmente, ligagdes de hidrogénio que sdo extremamente estaveis e reversiveis
quando se procede a desnaturagdo da cadeia dupla (dsDNA), sendo que a maioria dos métodos
convencionais para a detecdo de sequéncias especificas de DNA baseia-se no fendmeno de
hibridacdo. Assim, em biossensores de DNA, o reconhecimento molecular é efetuado através da
hibridacdo de uma sequéncia previamente conhecida de ssDNA, designada por sonda, com a sua
sequéncia complementar — DNA alvo. A formagao da dupla hélice é passivel de ser detetada através

de um indicador de hibridagao.

Geralmente a sonda é acoplada a um transdutor ético que, em tempo real, reage de acordo
com o resultado da reagéo de hibridagdo. As alteragbes registadas podem ser convertidas em sinais
de fluorescéncia ou quimioluminescéncia, se o transdutor for respetivamente marcado com um corante
fluorescente (quantum-dots) ou com luminol e luciferina ou podem simplesmente ser expressas através
da absorvancia ou da de ressonancia plasmoénica de superficie (LSPR), no caso de se usarem
superficies metalicas ou NPM 18", De entre os transdutores que ndo recorrem a marcagédo molecular,
as NPM sao as mais promissoras; apresentam caracteristicas que as tornam altamente eficazes nao

s6 ao nivel da detecéo dtica, como eletroquimica ou térmica aplicada a detecao de acidos nucleicos

144,162, 163

As AuNP, nomeadamente, podem ser usadas como parte integrante dos biossensores ou
podem nao estar diretamente integradas nestes, sendo neste ultimo caso introduzidas no sistema
apenas no momento do reconhecimento, enquanto na abordagem integrada, as AuNP estao presentes

ao longo da andlise e podem atuar como transdutores de sinal e/ou suporte.

Enquanto transdutores de sinal 6tico, as AuNP oferecem uma vasta gama de paradmetros que
facilitam a interpretagdo do sinal, sendo que este pode ser avaliado através da amplitude, frequéncia
(comprimento de onda), modo de polarizagao ou intensidade da radiacdo visivel. As AuNP tém a
particularidade de elas proprias, apresentarem uma “marcacgao intrinseca”; as suas propriedades 6éticas
e cores intensas sdo usadas como fatores indicadores de biorreconhecimento, que, por conseguinte,
podem ser implementadas em varios sistemas de detegao de hibridagdo. Para além disso, existe a
possibilidade de, por recurso a métodos de amplificagdo, nomeadamente PCR, RT-PCR (reagéo da
transcriptase reversa, seguida de reagdo em cadeia da polimerase) ou PCR em tempo real, se

aumentar a intensidade do sinal na presenca de AuNP.

De entre os métodos de detecdo 6tica que permitem a identificagdo especifica da formagao da
dupla hélice (hibridagao), os mais comuns s&o os colorimétricos e os que se baseiam na alteragdo das

propriedades dielétricas do ambiente quimico que envolve a AuNP, isto é, do RI.
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1.3.1.1 Detecéo colorimétrica através da agregacdo coloidal

A detecao colorimétrica de DNA (integrada nos métodos baseados na absorvancia) tem surgido
em alternativa a detegéo de fluorescéncia. A “marcacao” de sequéncias de DNA é feita com AuNP, que
apresentam maior estabilidade e menor ruido de fundo face aos métodos que recorrem a marcagao
fluorescente. Para além disso, as abordagens colorimétricas tém sido bastante exploradas devido a
sua simplicidade, portabilidade e baixo custo, tornando os métodos de diagndstico que recorram a este

método, altamente promissores para integragdo em sistemas POC 164 165,

O fendmeno de agregacao coloidal é o principal foco em ensaios colorimétricos e terd sido
usado pela primeira vez, precisamente na detegao da interagdo entre cadeias de DNA, através da
mudanca de cor de coloides de ouro '60. 164, 166, 167 A agregacdo é induzida pela adicdo de sais,
provocando uma diminuigao das repulsdes eletrostaticas, o que conduz a destabilizagdo do coloide.
Esta destabilizagdo é acompanhada pela alteragao da cor da solugéo coloidal, de vermelho para azul,
sendo resulta do acoplamento das plasmoénicas das NP, que estdo demasiado aproximadas (sob a
forma de agregados), como ilustra a figura 1.10. A detecao colorimétrica revela elevada sensibilidade,

ao ponto de o resultado, poder inclusivamente ser visualizado a “olho nu™ 81 166,
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Figura 1. 10 — Fenémeno de agregacao entre AuNP A distancia entre as NP relacionada com a estabilidade
coloidal. A alteragéo de cores de vermelho (coloide estavel) para azul (coloide agregado) resulta na alteragao da

banda plasmonica, de ~525 nm para cerca de ~700 nm, respetivamente.

1.3.1.1.1 Métodos que usam AuNP estabilizadas por adsorgao eletrostatica

Os oligonucleétidos (ndo modificados) adsorvem as AuNP através de interagbes eletrostaticas,
que por si sO as estabilizam, aumentando a repulsao electroestatica entre elas, e consequentemente
prevenindo a sua agregacao. A detegdo de DNA nao funcionalizado através do uso de AuNP baseia-
se essencialmente na maior afinidade das moléculas ssDNA relativamente as de dsDNA 168171 tal como

no ensaio esquematizado na figura 1.11 de exemplo.

Na presenca de amostras com dsDNA e ssDNA, a sequéncia complementar (depois da

desnaturagao) hibrida com o ssDNA que preferencialmente é adsorvido as AuNP, acabando por anular
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as repulsodes eletrostaticas e agregando quando, p. ex. a concentragao de sal é aumentada. Por outro
lado, a sequéncia ndo complementar, nao interfere com a solugao coloidal, sendo que esta permanece
estavel. A anulagdo da carga leva as NP a aproximarem-se e a formarem agregados. No entanto, por
vezes este processo € passivel de ser revertido, transformando de novo a solugdo num coloide estavel;
por alteragdo da forga iénica da solugdo ou aumento da temperatura acima da temperatura de fusédo
do DNA 70 Estas mudancas de cor permitem assim distinguir amostras com sequéncias
complementares (cor da solugdo mantém-se vermelha), de amostras cuja sequéncia apresenta

determinado grau de ndo complementaridade (cor da solugéo altera-se par azul).

DNA DNA
nao complementar complementar

>

PO

’(?

Figura 1. 11 — Esquema representativo de um ensaio colorimétrico usando AuNP n&o funcionalizadas, com base

no exemplo do biossensor apresentado na referéncia '7°.

Através da mesma abordagem, isto &, adigdo de AuNP nao funcionalizadas a uma amostra
contendo sequéncia conhecidas de DNA e amplificadas, por exemplo, por PCR, demonstrou-se que é
possivel a detegdo de sequéncias nucleotidicas nao apenas utilizando as AuNP carregadas
negativamente com moléculas de citrato convencionais, mas também utilizando AuNP nao esféricas
revestidas por moléculas catidnicas '72. A maior vantagem destes métodos é sem duvida a rapidez no
tempo de resposta. No entanto, no que diz respeito as limitagdes, a otimizagdo da concentracao de sal
a usar para induzir agregacéao é dificil de definir, dada a possivel existéncia de artefactos/reagentes
excedentarios da reagdo PCR, que podem interferir e induzir eles proprios a agregagao das AuNP.
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1.3.1.1.2 Métodos que usam AuNP funcionalizadas (através do tiol)

Os métodos que envolvem AuNP funcionalizadas (nanossondas) sado decorrentes da reagao
de troca do agente de revestimento por oligonucleétidos modificados com tidis (R-OH), cuja estabilidade

€ mais elevada devido a formagao de uma ligagdo mais forte entre o DNA e a superficie do ouro 8'.

O que distingue estes métodos de AuNP funcionalizadas dos anteriores é que as AuNP estao
funcionalizadas antes da reagao de hibridagdao. No entanto, recorrendo-se a mistura de sondas,
modificadas (tiol) e ndo modificadas é igualmente possivel o diagndstico de doengas patogénicas por

detecgao direta e colorimétrica 127. 173,

Todavia, de acordo com o numero de nanossondas usadas em ensaios colorimétricos, podem
distinguir-se duas abordagens envolvendo o uso de uma ou duas sondas diferentes, designada por

ligagdo nao cruzada (“non-crosslinking”) e ligacado cruzada (“crosslinking”), respetivamente.

1.3.1.1.3 Métodos “Crosslinking”

A primeira abordagem que recorreu a agregacgéao coloidal de NPM foi originalmente descrita por
Mirkin et al. como uma técnica que envolvia a formacgéao reversivel de aglomerados de AuNP 153,162,174,
175, De acordo com a figura 1.12, em cada ensaio usaram-se duas nanossondas, funcionalizadas com
oligonucledtidos (ssDNA) tiolados, diferentes e ndo complementares entre si, porém com sequéncias
contiguas. Uma amostra de dsDNA ¢é adicionada e desnaturada na preseng¢a da nanossonda, sendo
que o terceiro oligonucleétido, complementar de uma extremidade a outra, a ambas as nanossondas,
faz com que estas se aproximassem ao ponto de formarem um agregado (uma espécie de rede
polimérica). Esta “rede” é revertida a coloide estavel novamente por desnaturagdo térmica da dupla
hélice, gracas a transigcao brusca (58-59 °C) junto da temperatura de fusdo. Por fim, quando o resultado
da desnaturacdo da amostra sdo cadeias nao complementares, a hibridagao ndo ocorre, mantendo a

nanossonda a sua estabilidade coloidal inalterada 174
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Figura 1. 12 — Esquema representativo de um ensaio colorimétrico usando AuNP funcionalizadas através do

método crosslinking, com base no exemplo do biossensor apresentado na referéncia '74.

A auséncia de interagdo do DNA alvo nao complementar com a nanossonda, faz com que as
AuNP permanecam estaveis, sendo que em contrapartida, na presenga de DNA complementar ocorre
a hibridagdo das cadeias, formando-se a dupla hélice; situagdo que desencadeia a agregacao das

AuNP, devido a diminuigao drastica de repulsdes eletrostaticas.

1.3.1.1.4 Métodos “non-crosslinking”

Sato et al. introduziu uma nova abordagem, na qual sugeriu que em vez de se recorrer a dois
tipos de nanossondas, com apenas uma era possivel detetar diferentes alvos sintéticos de DNA, porém
do mesmo tamanho das sondas (15 nucleétidos) '76. O principal objetivo dos autores foi interpretar o
fendmeno de agregacéo diferencial induzido pela adigdo de um eletrdlito, conforme o tipo de amostra
de dsDNA alvo que intervém na reacao de hibridagdo. Consideraram trés tipos de DNA alvo sintético
com sequéncia complementar, ndo complementar (em toda a sua extensdo) e por fim uma que
apresentava uma base azotada ndo complementar a posi¢do terminal da sonda (3’), como demonstra

a figura 1.13.
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Figura 1. 13 — Esquema representativo de um ensaio colorimétrico usando AuNP funcionalizadas através do

método non-crosslinking, com base no exemplo do biossensor apresentado na referéncia 176,

Embora o mecanismo de detegao parecesse bastante promissor, a tentativa de implementagéao
com amostras reais (produtos PCR), cujos tamanhos eram significativamente superiores ao da sonda,
o resultado nao foi conclusivo. Esta limitacdo foi entdo colmatada pelos mesmos autores, com o
desenvolvimento de um método baseado no mesmo principio, s6 que em vez de alvos de DNA sintético,
a nanossonda passa a hibridar com o primer resultante da extensdao de uma Unica base, depois do

PCR (SBE, do inglés single-base extension) 7.

Entretanto inUmeros grupos exploraram o conceito e ainda baseada na metodologia “non
crosslinking”, uma nova abordagem foi desenvolvida por Baptista et al. Inicialmente concebida para
detetar eventos de hibridagdo com RNA 167, foi progressivamente melhorada de modo a detetar a
mutacgédo de resisténcia a rifampicina da Mycobacterium tuberculosis #5 e por fim, SNPs presentes no

genoma da Mycobacterium tuberculosis em amostras especificas de DNA 178,

A semelhanca do estudo pioneiro de Sato et al., esta abordagem colorimétrica caracteriza-se
pela agregacao diferencial entre amostras cujo seu tamanho ¢ idéntico ao da sonda, porém, apds
hibridacao e posterior adigado de sal, embora o mecanismo envolvido seja igualmente semelhante, os
resultados sédo diametralmente opostos. A concentragdo de sal utilizada corresponde ao valor que
provoca agregacao total da nanossonda isolada, ou seja, na auséncia de amostra. Assim, na presenga
da amostra de DNA, cuja sequéncia é totalmente complementar numa determinada regido do alvo, ao

hibridar com a nanossonda faz aumentar a sua estabilidade coloidal, sendo que apds a adigdo de sal,
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a cor da solugdo permanece inalterada (vermelha). Em oposicdo, na presenga de amostras nao
complementares, a hibridagado nao ocorre, sendo que as nanossondas acabam expostas ao “ataque”

do sal, acabando por agregar (azul). Uma terceira possibilidade corresponde a hibridagdo da
nanossonda com DNA cuja sequéncia € igual a complementar, a excegdo da posigdo onde esta
localizada o polimorfismo. Neste caso, a hibridagéo ocorre parcialmente e a posigdo do SNP na sonda
influencia bastante a eficacia de discriminagao do alvo mutado, sendo que se estiver localizado na
extremidade 3’, o resultado é visivelmente mais diferenciavel '7°. Da hibridagdo parcial resulta uma
espécie de “bifurcacdo” da amostra relativamente & nanossonda, gerando assim uma zona de
desestabilizacdo. De certa forma, esta situagdo permite que a estabilidade coloidal se mantenha,
embora a adigdo de sal faga diminuir as repulsdes eletrostaticas e faga com que a distancia entre
nanossondas seja menor. O resultado final manifestar-se-a através de uma ligeira alteracdo de cor
(violeta) validada por espetroscopia UV-Vis, num deslocamento da banda LSPR para maiores
comprimentos de onda 89, Este ensaio non-crosslinking, que corresponde a abordagem utilizada nesta

dissertagéo, esta esquematizado na figura 1.14.
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Figura 1. 14 — Esquema representativo de um ensaio colorimétrico usando AuNP funcionalizadas através do
método non-crosslinking, com base no exemplo do biossensor apresentado na referéncia 5 179, Amostras de

dsDNA com sequéncia (1) complementar, (2) ndo complementar e (3) com um SNP.

O desenvolvimento e robustez da metodologia “non-crosslinking” permitiu diversos avangos,

nomeadamente na sua transferéncia de ensaio colorimétrico em solugido para a sua aplicagdo em
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dispositivos ou plataformas POC. A implementagdo do método em sistemas de microfluidica e
sobretudo, o uso de papel enquanto plataforma/suporte (figura 1.15) permitem que este tipo de
biossensor se torne mais acessivel, abrangente e consequentemente proporcione respostas rapidas,

cujo resultado possa ser interpretado de forma simples, por parte do utilizador 181-187,
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Figura 1. 15 — Representacao esquematica da detegdo colorimétrica com nanossondas em papel. Analise dos
dados por RGB (cédigo de cores aditivas, Red Green Blue). O ensaio colorimétrico consiste na agregacgéao
diferencial, ou seja, na comparagao visual das cores das solugdes em teste apds indugdo da agregacido das

Nanossondas com sal impregnado na matriz de papel. Imagem adaptada da referéncia 68

Apesar das evidéncias demonstradas quanto a eficacia deste método através do uso de AuUNP
esféricas, uma das grandes limitagGes € ainda a sensibilidade e sobretudo a ambiguidade associada
as cores relacionadas com a agregacgao diferencial. Na grande maioria das vezes, os ensaios sao
realizados a baixas concentrag¢des, tornando-se bastante dificil distinguir os resultados, especialmente
a “olho nu”. Teoricamente as cores que resultam da detegao colorimétrica sdo o vermelho, o roxo e o
azul, no entanto na pratica (dadas as concentra¢des usadas) estas oscilam entre o rosa, o lilds e o
roxo, sendo necessario o recurso a equipamentos de espetroscopia 6tica para validar a detegéo. O uso
da tecnologia RGB e de um software que detete e converta a cor associada ao resultado, em
percentagens de vermelho/verde e azul, vieram de facto, contrariar essa tendéncia, tornando possivel
a analise dos dados a partir de um dispositivo mével. Ainda assim, neste tipo de biossensor, no qual se
verifica a presenga/auséncia de SNP, os sistemas de resposta “sim/ndo” suscitam menos
ambiguidades. Neste contexto seria muito interessante se a detecdo se baseasse num sistema de

auséncia/presenca de cor.
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1.3.1.1.5 Métodos que usam AuNP funcionalizadas em ensaios “sanduiche”

Os métodos de DNA “em sanduiche” sdo muito comuns em varios sistemas de POC. Desde
microarrays para multiplos alvos, as tiras de streptavidina-biotina, passando pelos sistemas de fluxo

lateral, sdo tudo técnicas que geralmente tem por base este método 18%-191,

Embora as plataformas de suporte variem de método para método, o principio de detecao &
partilhado por todos (ver figura 1.16). Regra geral, a sonda de ssDNA (sonda 1) é fixa num suporte
sob a forma de tiras ou manchas circulares, sendo que de seguida, uma amostra de DNA alvo é
colocada em contacto com a sonda 1, ocorrendo hibridagao de acordo com a complementaridade entre
ambas as sequéncias 192195, De seguida recorre-se a uma segunda sonda (sonda 2), nomeadamente
a uma AuNP funcionalizada com oligonucleétidos modificados com tiol, as nanossonda. A introducao
da sonda 2 prossupde que esta hibride com a molécula da DNA alvo, que se encontra ligada a sonda

1, numa outra regido em que ambas s&o complementares.
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Figura 1. 16 — Esquema representativo do principio de detecédo através do método “sanduiche”. Imagem adaptada

da referéncia 194,

A detecdo é apenas validada depois de se efetuarem dois tipos de procedimentos; um de
“limpeza” através do uso de solugdes tampao, indicando apds a sua passagem, que se a hanossonda
nao for removida, que esta hibridou corretamente, e por fim, um de “aumento de sinal”’, sendo que para
esse efeito € comum proceder-se a deposig¢éo de prata, nos locais onde estes processos decorrem 94
195, Os ensaios com base em “sistemas sanduiche”, adquirem esta designagao precisamente pelo facto

de os intervenientes, estarem confinados entre uma matriz e uma camada de prata.

Os ensaios “em sanduiche” tém vindo a ser bastante desenvolvidos em tiras de fluxo lateral
com boas percentagens de sensibilidade, sendo que atualmente surgem como alternativas apropriadas

a detecdo de produtos de PCR 19,

1.3.1.2 Detegao através do desvio da LSPR por alteragao do indice de refragao

A detegao de DNA através do desvio da LSPR por alteracdo do RI esta inserida nos métodos
refratométricos. No entanto, antes de se falar propriamente na aplicacdo da LSPR em biossensores,

deve mencionar-se qual a técnica que Ihe deu origem.

A semelhanca do que acontece em filmes metalicos como o da figura 1.17A, a excitagdo dos

eletrdes livres (plasmdes) existentes na interface entre o metal e o seu ambiente dielétrico, conduz a
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sua propagacao e, consequentemente, ao fendmeno de ressonancia plasmonica de superficie (SPR).
Pequenas mudangas no Rl do ambiente dielétrico, através da introdugao de biomoléculas provocam
desvios na SPR, medidos através da luz que é refratada. Em nanoestruturas, como indica a figura
1.17B acontece exatamente o0 mesmo, sé que neste caso, como € confinado a NP, o fendmeno de
ressonancia plasmonica de superficie adquire a designagéo “localizada” (L-SPR) e as alteragdes de Rl

vao induzir desvios que resultam da medigéo da luz dispersa 9.

SPR SPR Localizada

A Dielectric B8 Dielectric
N
A A

YT Y W Y ) L) (O

Metal Substrate

Figura 1. 17 — Esquema representativo do principio de detegdo através do método SPR (A) e do método LSPR

(B). Imagem adaptada da referéncia '%.

As primeiras experiéncias de detegdo que utilizaram propagagido através da SPR foram
conduzidas em 1983 por Liedberg et al. %, mas foram necessarios cerca de 15 anos para que
Englebienne et al. demonstrasse experimentalmente que os plasmdes de superficie localizados (regido
vermelha da figura 1.17B) também poderiam ser utilizados como “sensores” na dete¢ao de intera¢des
entre proteinas utilizando AuNP imobilizadas a um substrato 2. Desde entdo varios biossensores
baseados na LSPR foram desenvolvidos; através dos quais foi possivel detetar interagoes

biomoleculares do tipo: biotina-estreptavidina 83201208 DNA-DNA 204-207 ¢ anticorpo-antigénio 202, 208-210,

O principio de detegcdo nestes biossensores refratométricos (normalmente de AgNP ou de
AuNP) baseia-se na monitorizagcdo de diferengas espetrais causadas apds a interagao/ligacao das
biomoléculas as NPM, das quais se destacam as variagbes de intensidade, quer seja no comprimento

de onda maximo 203.211 na alteragdo da curvatura 2'2 ou na posigao do pico de ressonancia plasmonica

204, 209, 210

Atualmente os eventos biomoleculares supracitados tém vindo a ser estudados a um nivel
individual, ou seja, considerando apenas uma NP isolada do coloide. O grupo de investigagdo de Van
Duyne foi aquele que mais impulsionou esta abordagem ao demonstrar diversas interagdes através do
uso de nanotridangulos de prata 157. 205 213, 214 A egpetroscopia de “uma uUnica NP” oferece muitas
vantagens no que diz respeito a possibilidade de explorar as propriedades 6ticas de uma nanoestrutura

e entender de que forma estas sao afetadas pela sua geometria e pelo meio dielétrico que a envolve.

Para além das técnicas espetroscépicas baseadas na medigao da luz absorvida, as interagdes
podem ser avaliadas através do acoplamento de técnicas de microscopia ao espetrofotometro.
Destaca-se a microscopia de campo escuro (darkfield) 204 205 213215 g partir da qual é medida a luz
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dispersa e a de reflexdo interna total (T/IR), que como o proprio nome indica, mede a luz refletida 198,
Estas duas técnicas de microscopia permitem a andlise individualizada das propriedades 6ticas em
tempo real, através de uma camara CCD ligada ao microscopio. Desta forma, a analise das NP
individualmente permite a detecdo de multiplos alvos, em sistemas de microarrays, ao mesmo tempo
que ha uma redugéo significativa do limite de dete¢do (LOD), ja que o principal desafio no uso destes

biossensores é a sensibilidade e resolugdo, que se pretende que seja a nivel molecular 216,

1.3.1.3 Fatores que afetam a sensibilidade ao indice de refracdao

Este tipo de biossensor tem a capacidade de detetar Rl com valores extremamente proximos,
visto que os campos eletromagnéticos gerados em torno das NPM sao bastante elevados e o
comprimento de onda de ressonancia é extremamente sensivel a variagdo do meio dielétrico local.
Qualquer variacdo no RI por muito pequena que seja, pode provocar o deslocamento da banda de
ressonancia plasmonica. Para cada biossensor (transdutor) estabelecem-se parametros que dao conta
do seu desempenho. A sensibilidade ao RI (S) € um deles e esta relacionada, de forma
aproximadamente linear, com a alteragdo de Rl (An) e o deslocamento provocado na LSPR da NPM
(AAmax). Todavia € necessario atender que esta correlagéo so é valida para NPM dispersas em solugéo.
A sua imobilizagdo num suporte ou a funcionalizagdo da superficie vai afetar significativamente a
sensibilidade ao RI. A sua comparacgao so pode ser efetuada para NPM do mesmo material, neste caso

do mesmo metal nobre.

De entre os varios tipos de AuNP: esferas, discos, triangulos, rods, estrelas, etc., os que
apresentem razoes dimensionais diferentes vao beneficiar de uma maior sensibilidade a mudancas de
RI. Nestas circunstancias, se considerarmos apenas AuNP, a sensibilidade Rl varia com o tamanho e

com a geometria, da seguinte forma:

& € £
“\:./ < "";\., _ < b'\.‘_ oo < ‘\I‘- o

As moléculas de DNA, sejam elas ssDNA ou dsDNA apresentam RI diferentes, por
conseguinte, a sua introdugéo no ambiente quimico de uma AuNP vai induzir deslocamentos com Amax
distintos, mas de forma linear, como ilustra a figura 1.18. O deslocamento n&o é causado
exclusivamente pela natureza da molécula, a quantidade de material que efetivamente fica adsorvida,
também faz deslocar a banda para maiores comprimentos de onda, podendo esse valor ser estimado
através de isotérmicas de Langmuir.
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Figura 1. 18 — Esquema representativo do principio de detegédo por desvio da LSPR ao nivel de NP individuais,
por alteracdo do indice de refragédo (RI). Sdo observadas, a cada passo, mudangas consecutivas no espectro de
extingdo (deslocamento do pico LSPR) a medida que diferentes tipos de moléculas de DNA interagem com a

superficie da AuNP. Imagem adaptada da referéncia 2'".

Contudo, a partir de uma certa quantidade de biomolécula ou numero de camadas, a superficie
da NPM chega a um ponto de saturagao, situagao essa que leva a uma estagnacao do sinal. A detecao
de sinal (AAmax) € limitada a uma determinada regido ao redor da AuNP (distancia em nm), representada

na figura 1.19.

Figura 1. 19 — Esquema representativo da regido de detecdo de uma AuNP com geometria planar (nanorod,
nanotridngulo) depositada num substrato. Molécula com Rl1 (®), molécula com Rz (m) e plasmao representado

pela mancha azul. Em fung&o do volume do analito (Va), dispde-se da distancia ls para que sejam detetadas

alteragbes, sendo que essa distancia corresponde ao volume de detegéo Vp. Imagem adaptada da referéncia 2'8.

Geralmente a primeira camada de moléculas de DNA é introduzida na superficie das NPM gera,

em valor absoluto, um deslocamento consideravelmente superior aos subsequentes, ja que com a
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formacao de novas camadas, os deslocamentos da LSPR decaem com a distancia a superficie da NP
(l). Esta perda gradual de sensibilidade por parte da NPM, alcanga um patamar no qual se deixa de
verificar deslocamentos adicionais. Este patamar é atingido para valores compreendidos entre 10 < Iq
< 20 nm 219,220 |sto deve-se ao facto da energia da radiagdo que incide na NP ja ndo ser capaz de
penetrar tdo eficientemente na interface e promover a excitagdo dos plasmoes 22'.

Um processo que demonstra que este tipo de abordagem é claramente influenciado pelo
volume de detegdo (Vp) localizado é a formacdo de SAM. A semelhanga do que acontece com os
alcanotidis 219222223 os oligonucleétidos tiolados, manifestam igual tendéncia a formar uma densa
camada molecular 224, promovendo um deslocamento de algumas dezenas de nandémetros da LSPR,
devido ao seu RI. No entanto, esse deslocamento sera simultaneamente afetado pelo tamanho da
molécula ou biomolécula, e consequentemente pelo nimero de camadas que se pretenda sobrepor.
Independentemente da geometria das NP é detetado gradualmente um decréscimo da sensibilidade, e
por fim uma total estagnacédo dos deslocamentos. Assim, duas NP que apresentem LSPR semelhantes,

podem advir de NP geometrias diferentes, mas vao demonstrar uma sensibilidade RI muito semelhante
225,226
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Otimizacao do protocolo de
sequenciacao de Sanger para a
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2.1 Breve introducgao ao capitulo

2.1.1 Hipolactasia primaria do tipo adulto (HPTA) e o polimorfismo C/T -13910

A hipolactasia primaria do tipo adulto (HPTA) traduz-se num decréscimo progressivo de
expressao da enzima lactase, apds o periodo de amamentagéo. Assim, um individuo ao manifestar
dificuldades na degradagao/absorgéo da lactose, através de sintomas relacionados com a intolerancia
a lactose (IL), pode apresentar o fendtipo “intolerante”. Em contrapartida, o facto de um individuo
manifestar o fenétipo oposto, “tolerante”, pode sugerir que o seu genoma possa ter sido alvo de uma
variagdo genética, ja que em idade adulta, somos ancestralmente desprovidos da capacidade de
produzir lactase 4. No entanto, a situagdo é apresentada como uma hipétese, ja que ha ainda a
possibilidade de o individuo produzir uma quantidade de lactase moderada, que lhe permite digerir

lactose, embora com menor eficacia e em menores quantidades 57,

Os polimorfismos de base unica (SNP) surgem ao nivel do gene LCT, responsavel pela
codificagéo e expressdo da enzima lactase, localizado no cromossoma 2921 &9, como representado na
figura 2.1A. A regulacdo do gene LCT é da responsabilidade do gene MCM6, sendo precisamente na
regido promotora deste gene, localizado nas proximidades do LCT que se encontram mutag¢des que

justificam a persisténcia da lactase (PL) no organismo, em idade adulta 1°.

A vertente genética da IL sera o principal foco neste capitulo, e ainda que existam mais
variantes associadas a esta condigdo, apenas serdo processadas e analisadas amostras cuja area de
interesse contenha o polimorfismo de base Unica SNP C/T -13910 (rs4988235) .

Este SNP esta localizado a aproximadamente 14 Kb do local de inicio da transcrigdo do LCT,
dentro do intrdo 13 do gene MCMS6, e resulta numa troca de uma citosina (C) por uma timina (T) na
posic¢do -13910 (ver figura 2.1C). Enattah et al. em 2002 conclui que o alelo T-13910 esté relacionado
com a produgédo e PL no organismo em individuos da Europa do Norte '. A sua frequéncia em termos
percentuais é suficientemente alta para ser considerada uma variagdo responsavel pelo fenétipo da
“tolerante” decorrente de PL, enquanto o alelo C-13910 apresenta uma percentagem de 100%
associada a HPTA.
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Figura 2. 1 — Localizagdo do SNP C/T -13910. A. Localizagéo do gene LCT no brago comprido do cromossoma
2, no locus 21 (seta vermelha). B. Mapa da regido abrangente do cromossoma 2g21 contendo os genes LCT,
MCM6 e DARS (setas pretas indicam o sentido 5° — 3’). C. Localiza¢do da variante em estudo, o polimorfismo de
base unica (SNP C/T -13910) situado no intrdo do gene MCM6 (tracejado vermelho). Imagem adaptada da

referéncia .

Com base nesta premissa recorreram-se a processos e procedimentos que integram o
diagndstico da IL vigentes na empresa STAB-Vida Lda., nomeadamente a reagdes de amplificagdo por
PCR e sequenciagao. Todavia, para que a amplificagdo seja especifica ao alvo do estudo, procedeu-
se previamente ao desenho dos primers.

2.1.2 Desenho de primers

Os primers tém um papel de destaque em ambas as reacbes de PCR e sequenciagido, uma
vez que serao estes os responsaveis pela delimitacdo da area a ser amplificada ou sequenciada (figura
2.2), respetivamente. O facto de os primers serem sintetizados em laboratério permite a criagdo de um
par de primers, o forward (FWD) e o reverse (REV) customizado, que obedecendo a determinados

fatores irdo tornar a reagdo de PCR muito mais especifica e de alto rendimento.

Embora ndo sejam os unicos, os principais aspetos a considerar sdo nomeadamente, o
tamanho destes oligonucledétidos que deve rondar os 15-30 nucleétidos; o seu conteddo GC deve ser
de aproximadamente 40-60%, assim como devem conter 2 a 3 nucledtidos G e/ou C nas extremidades
3’ e uma temperatura de fusdo semelhante entre si, situada no intervalo de temperaturas de 52-65 °C.
Deve atender-se também que ndo devem existir conjuntos de bases que conduzam a situagdes de self-

annealing elou formagao de dimeros. Para isso, a estrutura secundaria dos primers devera ser
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estudada através do calculo do AG dos primers in silico no software OligoAnalyzer® e o seu valor

minimo nao devera ser inferior a -9 kcal/mol '3,

TGGTTGAAGCGAAGATGGGACGCTTGAATGCCCTTTCGTACTACTCCCCTTTTACCTCGTTAATACCCAC
TGACCTATCCTCGTGGAATGCAGGGCTCAAAGAACAATCTAAAAATCAAACATTATACAAATGCAACCTA
AGGAGGAGAGTTCCTTTGAGGCCAGGGECTACATTATCTTATCTGTATTGCCAGCGCAGAGGCCTACTAG
TACATTGTAGGGTCTAAGTACATTTTTCCTGAATGAAAGGTATTAAATGGTAACTTAC GTCTTTATGCA

CTCTATAAACTATGACGTGATCGTCTCCGTCTAACAACTACCACATCTGTATTGCCAGCGCAGTTA

Figura 2. 2 — Sequéncia nucleétidica de uma regiao especifica do gene MCM6. Fragmento de DNA resultante
da amplificagéo - 345 bp, delimitado pelas sequéncias de primers. A cinzento estdo identificados os primers,
IL_FWD no sentido 5—3’, (seta para a direita) e IL_REV no sentido 5—3’, (seta para esquerda) e a [J3%, 0 SNP
C/T -13910. Os primers selecionados apresentam as seguintes sequéncias, 5-GAAGATGGGACGCTTGAATG-3
e 5-CTGCGCTGGCAATACAGAT-3.

2.1.3 Metodologia usada para a identificagdo do SNP C/T -13910

Embora a empresa STAB-Vida disponha de tecnologia altamente avangada no que diz respeito
a sequenciagao massiva de DNA, para este estudo em concreto, o método de Sanger, continua a ser
a opgao mais simples, econdmica e fiavel, ja que se trata da determinagdo de uma sequéncia de

nucleodtidos em produtos de PCR com tamanhos inferiores a 500 nucledtidos.

A reacgao de PCR e de sequenciagéo pelo método de Sanger sao técnicas que, de acordo com
o0 alvo, podem ser otimizadas através do ajuste das condi¢cdes experimentais com vista a melhoria dos
seus resultados e relagdo qualidade/custo. Estes ajustes de condi¢des experimentais traduzem-se por
exemplo, na eliminagao de passos e reagdes secundarias, diminuicdo do volume de reagentes e tempo,
que por sua vez, podendo conduzir a obtengéo de resultados igualmente fidedignos e com menores

custos associados.

Como tal, no presente capitulo serdo descritos no admbito dos ensaios genéticos para
determinacao de IL, os procedimentos envolvidos na identificagdo do gendtipo de amostras clinicas e
discutidos os resultados obtidos na sua otimiza¢do. As melhorias implementadas ao método vigente
em rotina laboratorial serdo introduzidas na preparagdo de amostras que irdo ser utilizadas nas
alternativas de diagnédstico (sem recurso a sequenciagido), que serdo apresentadas nos préximos

capitulos.
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2.2 Metodologia Experimental

2.2.1 Materiais e equipamentos

- Termociclador MyCycler™ (Bio-Rad, EUA)

- Espectrofotémetro UV-Vis Microvolume Nanodrop ND-1000 (Nanodrop Technologies, EUA)
- Termociclador Tgradient (Biometra, Alemanha)

- GelDoc XR (Bio-Rad, EUA)

- Sequenciador 3730XL DNA Analyser (Applied Biosystems, EUA)

- Camara de fluxo laminar SPACE (VWR International PBI, Italia)

- Sistema de agua Ultrapura Smart2Pure (TKA, Alemanha)

- Fonte de Energia Series 90 Mid-Range (Thermo Scientific, EUA)

- Centrifuga Galaxy 16DH (VWR, EUA)

- Vortex IKA® MS 3 digital (IKA, Alemanha)

2.2.1.1 Reagentes quimicos usados na preparagao de solugées

Tabela 2. 1 — Reagentes quimicos e respetivos distribuidores

Reagente Distribuidor
Agarose Lonza

FTA Purification Reagent Whatman

GelRed ™ Gel corante de acidos nucleétidos Biotiun

Agua sem nucleases Cleaver Scientific Ltd
EDTA (acido etilenodiaminico tetra-acético) VWR

Acido acético glacial Panreac

TRIS (Tris(hidroximetil)aminometano) AppliChem
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2.2.1.2 Material biolégico usado nos ensaios

Tabela 2. 2 — Sequéncias dos primers utilizados para amplificar a regido de interesse do gene MCM6 que contém

a variante genética em estudo (SNP C/T -13910) através da técnica de PCR.

Nome Tamanho do produto PCR Sequéncia Nucleétidica (5'—3’) Distribuidor
IL_FWD 345 b GAAGATGGGACGCTTGAATG STAB-Vida,
IL_REV P TAGACATAACGGTCGCGTC Portugal

Tabela 2. 3 — Reagentes utilizados nos procedimentos que envolvem biologia molecular (enzimas, kits comerciais,

etc.)
Enzimas Distribuidor
Surf Hot-Taq STAB-Vida, Portugal
Exonuclease | Fermentas, Canada
Fosfatase alcalina FastAP ™ Thermo sensitive Fermentas, Canada
Marcadores de DNA Distribuidor

Marcador de DNA GeneRuler™ 100 bp, 100-1000 bp

Fermentas, Canada
Marcador de DNA GeneRuler™ 1 kb, 250-10 000 bp

Kit de Extragcao de DNA Distribuidor

Prep-Gem ®

ZyGem, VWR Internacional
Sky Blue 10x buffer

Kit de Sequenciagdao de DNA Distribuidor

BigDye Terminator v3.1 Applied Biosystems

- Solugédo de TAE 50x (1L)

Pesou-se 242 g de TRIS e juntou-se 57,1 mL acido acético glacial. A mistura adicionou-se 18,6

g EDTA e perfez-se o volume com agua destilada.

- Solugéo de “ExoFast” (1000 uL)

Esta solugdo enzimética é o resultado de jungcdo de duas enzimas; pipetou-se 2,5 pL de
exonuclease | (20 U/uL) e 25 L fosfatase alcalina, a FastAP (1 U/uL), perfazendo-se com 972,5 yL de

agua destilada.

2.2.1.3 Amostras clinicas de DNA

O DNA utilizado para este tipo de teste genético foi na sua grande maioria proveniente de

amostras de sangue ou de saliva de individuos que requisitaram o kit Nutrigene — produto e servigo
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disponibilizados pela STAB-Vida (atualmente apenas acessivel por prescricdo de um médico). Para
este estudo foram utilizadas amostras cuja manipulagao foi previamente autorizada pelo requerente do
teste através do termo de confidencialidade.

O kit Nutrigene contém um cartdo com uma zona circular especifica de acordo com a tecnologia
da Whatman FTA. Esta tecnologia permite a deposi¢cado e armazenamento de DNA num cartdo micro
FTA®, mais propriamente numa matriz de celulose, cujos componentes quimicos nela impregnados
irao atuar tanto na lise celular e desnaturagao de proteinas, como irdo possibilitar o armazenamento do
DNA a temperatura ambiente por longos periodos de tempo, sem o degradar, evitando assim
comprometer o sucesso da reagcdo de PCR. Ap6s a lavagem da matriz com os reagentes
recomendados pela Whatman (FTA Purification Reagent e &gua isenta de nucleases) o DNA

permanece retido, enquanto as proteinas e inibidores sdo removidos.

A colheita de amostras de sangue é realizada recorrendo-se a uma lanceta, que ira perfurar de
forma pouco profunda o dedo, sendo o sangue depositado no cartdo FTA® de cor branca (ver
colocacdo da amostra no cartdo — antes e depois, na figura 2.3A e 2.3B, respetivamente)

A colheita de amostras de saliva é realizada com o recurso a uma zaragatoa (figura 2.3B), a
qual é inserida na cavidade bocal e friccionada na lingua e zonas circundantes. Apds este
procedimento, a zaragatoa ja com amostra (células bocais) sera colocada em contacto com um cartao
FTA® cuja matriz é rosa (figura 2.3A). Esta coloracao do cartdo na zona circular é bastante importante,
ja que é através da reagao colorimétrica da saliva com determinados produtos quimicos patenteados
presentes na matriz, que é possivel identificar as zonas onde a amostra foi depositada. No
processamento da amostra para a extragdo do DNA, a Unica diferenca entre a amostra de saliva e a

de sangue, é que a ultima necessitara de mais um passo de lavagem com agua sem nucleases.

Figura 2. 3 — A. Cartdes FTA® proprios para amostras de sangue (matriz branca) e saliva (matriz rosa). B. Cartoes
FTA® com amostra de sangue (a esquerda) e com amostra de saliva (a direita, cuja deposicao se traduz na reacao
colorimétrica da saliva com a matriz rosa, que passa a branco na sua presenga). Em baixo, uma zaragatoa, um

utensilio auxiliar para a colheita de células bucais.
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2.2.2 Procedimentos

NOTA INTRODUTORIA

Os procedimentos aqui descritos constam nas instrugdes operacionais 1-02.03-00 (extragéo de
DNA e reagéo de PCR) e 1-02.09-00 (reagdo de sequenciagao) da empresa STAB-Vida Lda. A data, os

seus conteudos estavam certificados pela norma ISO 9001:2008.

O manuseamento de DNA, antes da sua amplificacdo (extragcdo e/ou PCR) devera ser
executado obedecendo as condicbes de esterilidade e normas de seguranga estabelecidas pelo

laboratério de Genética Humana da empresa STAB-Vida Lda.

2.2.2.1 Purificagdao de DNA de amostras de sangue ou de saliva em cartées Whatman FTA® (uso

direto do disco)

De acordo com as recomendacgdes protocolares inerentes ao sistema de cartdes FTA perfurou-
se 0 mesmo com auxilio de um Micro-Punch ™ de forma a obter um disco de 3 mm, depositando-o num
tubo de PCR de 0,2 mL. Para amostras de saliva/sangue procedeu-se respetivamente, a duas/trés
lavagens com FTA Purification Reagent; adicionou-se 150 uL a cada tubo com o disco; incubou-se
durante 5 minutos a Tamb, tendo-se descartado o FTA Purification Reagent no final da incubagao. Para
garantir uma eficiente lavagem do disco, usou-se 0 mesmo volume de agua isenta de nucleases;
incubou-se durante mais 5 minutos a Tam» € removeu-se todo o volume. O disco apos a lavagem, estara
livre de contaminantes e o DNA retido na sua matriz, purificado. Secou-se o disco durante 10 minutos
a 56 °C no termociclador MyCicler - deixou-se o tubo aberto para facilitar a secagem. Aplicou-se

diretamente a mistura reacional da reagdo de PCR no frasco, contendo o disco com o DNA purificado.

2.2.2.2 Extracdo de DNA de amostras de sangue ou de saliva em cartées Whatman FTA ® com

Prep-Gem®

O procedimento é aplicado a discos provenientes de cartdbes FTA, normalmente para extrair
maiores quantidades de DNA (2-3 discos). O processo contempla dois passos, o primeiro de limpeza —
trés lavagens com agua sem nucleases e o segundo, extragdo propriamente dita, recorrendo a um kit

de extragdo enzimatica, Prep-Gem® (ZyGem, VWR International).

Num tubo de PCR, aos discos depois de lavados adicionaram-se 57,2 uL de agua isenta de
nucleases, 6,5 uL do tampao Sky Blue 10x e 1,3 uL de Prep-Gem®. Finalmente, procedeu-se a
incubagdo num termociclador, num programa indicado pelo Distribuidor (tabela 2.4). Terminado o
programa Prep-Gem®, transferiu-se a solugdo contendo o DNA, para um tubo de PCR novo,

descartando-se o tubo com o disco.
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Tabela 2. 4 — Condi¢des de temperatura e tempos de incubagao para a ativagdo da enzima do kit Prep-Gem® e

extracdo do DNA contido num disco do cartdo FTA

Temperatura/°C Tempo / min
75 15
95 5

2.2.2.3 Reacgdo de amplificagdo da regido de interesse através da técnica de PCR (do inglés
Polymerase Chain Reaction)

A técnica de reagdo em cadeia da polimerase (PCR), baseia-se na amplificagao exponencial
de éacidos nucleicos recorrendo a varios ciclos de temperatura que resultam na replicacdo de uma
sequéncia alvo com tamanho definido, contendo a regido de interesse 415, Para tal, utilizaram-se

oligonucledtidos iniciadores (primers) previamente desenhados, representados na tabela 2.2.

No pré-mix (designacdo dada a mistura de reagentes intervenientes na reagcdo de PCR)
constavam, para além dos primers, a enzima responsavel pela polimerizagao, a Surf HOT Taq DNA
polimerase, uma solugdo tampé&o e a solucéo salina de MgClz (recomendadas pelo distribuidor do kit
da Surf HOT Taq DNA, as concentragdes requeridas para o ensaio) e os dNTPs. Seguiu-se o protocolo
para preparagao do pré-mix a usar na PCR.

2.2.2.3.1 Procedimento Pré-PCR

Descongelaram-se todos os reagentes (aliquotas com volumes reduzidos) e a excegdo da
enzima Surf HOT Taq, agitaram-se em vortex seguido de uma rotagédo dos tubos na centrifuga Galaxy
16DH. De seguida adicionaram-se cada um dos reagentes mencionados nas tabelas 2.5, segundo a
ordem e concentragdes abaixo indicadas. No caso do pré-mix que usou Prep-Gem®, pipetaram-se 5

uL da solugao resultante da extracéo, a qual contém o DNA.

Tabela 2. 5 — Reagentes e respetivas concentragdes (listados por ordem de adigdo) usados na preparagao do pré-

mix para a reagao de PCR especifica para IL.

Reagente (concentragao stock) Concentragao final

H2.O sem DNA/RNase -

Tampao PCR (10x) 1,5 x

MgCl: (25 mM) 2mM

Surf HOT Taq polymerase (10 U/pL) 0,08 U

dNTPs (5 mM) 0,2 mM

Primer FWD (10 yM) 0,4 uM

Primer REV (10 uM) 0,4 uM
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Uma vez que se preparam, no minimo, duas reagdes — controlo positivo e negativo — com e
sem DNA, respetivamente, o volume final de pré-mix devera ser 25 L, multiplicado pelo nimero de
reagdes (N). O valor N é calculado através da soma do numero total de amostras, do controlo negativo
e de um valor estabelecido de “meia” reagdo, para compensar eventuais perdas de volume na
passagem do tubo do pré-mix (1,5 mL) para o tubo de PCR. Terminada a mistura, agitou-se em vortex
e submeteu-se o tubo da pré-mix a uma rotacado, de forma a homogeneiza-la e dai retiraram-se 25 L
da mistura reacional para o tubo de PCR que continha o disco com o DNA previamente purificado. Este

foi colocado no termociclador e deixado a incubar nas condicbes apresentadas na tabela 2.6.

Tabela 2. 6 — Condicdes de temperatura, tempos e ciclos de repeticdo nas diferentes etapas da reacdo de PCR

especifica para IL.

Fase Temperatura / °C Tempo Ciclos
Desnaturacgao Inicial 96 15 min 1X
Desnaturagao 94 1 min
Annealing 60 1 min 35X
Extenséao 70 30s
Extenséo Final 70 6 min
Arrefecimento Final 4 Pausa o

2.2.2.3.2 Procedimento P6s-PCR

Findo o programa de amplificagéo retiraram-se os tubos do termociclador, com os produtos de
PCR (dsDNA) no seu interior. Antes de avancar para a validagdo da amplificagdo através da
eletroforese em gel de agarose e, uma vez que os produtos PCR serado sequenciados, foi necessario
efetuar-se uma purificagdo prévia. Este passo é essencial na medida em que se pretende que ndo haja
contaminagbes a reagdo de sequenciagdo, em fungdo da presenga de primers e dNTPs nao
consumidos na reagao de PCR. Recorreu-se a um kit manipulado de limpeza p6s-PCR — a ExoFAST
(STAB-Vida Lda.), que fundamentalmente consiste na mistura individual da enzima exonuclease |,
responsavel pela degradacéao de ssDNA com a fosfatase alcalina, que hidrolisa os grupos fosfatos dos
dNTPs, garantindo num s6 passo, uma limpeza eficiente sem que haja qualquer perda de material de

partida, nomeadamente, de produto de PCR.

2.2.2.4 Purificagao do produto final p6s-PCR

Para tubos de PCR, pipetou-se um determinado volume de produto de PCR e de “ExoFast’, na
propor¢ao de 2:1. Colocaram-se os tubos no termociclador, num programa com especificagdes
adotadas e otimizadas pela empresa STAB-Vida Lda. (tabela 2.7):
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Tabela 2. 7 — Condi¢des de temperatura e tempos de incubacgéo para a ativagao da enzima “ExoFAST” no ambito

da purificagdo dos produtos de PCR.

Temperatura/°C Tempo / minutos

35 30
95 5
12 0

2.2.2.5 Controlo da amplificagao por eletroforese em gel de agarose

Preparou-se um gel de agarose 1,5% em tampao TAE (para gel de pequena dimenséo: 0,75 g
de agarose em 50 mL de TAE 1x), o qual foi aquecido no micro-ondas durante cerca de 2 minutos, de
forma a garantir que toda a agarose ¢é dissolvida. De seguida, deixou-se arrefecer um pouco (antes de
se iniciar a solidificagdo) e adicionou-se 2% do volume total do gel de agente intercalante GelRed (a
concentracdo de 10X). Montou-se o suporte para o gel, colocou-se o pente e verteu-se a solugéo de

agarose e esperou-se a temperatura ambiente até que o gel estivesse totalmente solidificado.

Para visualizar o produto de PCR, transferiu-se para cada tubo de PCR, 1 yL de produto PCR
e 3 pL de Loading Dye (1X), o qual confere densidade ao DNA. Esta mistura foi agitada em vortex,
submetida a uma rotagdo para homogeneizagéo para de seguida ser inserida nos pogos do gel; assim
como uma aliquota (1 uL) do marcador padrdo de DNA GeneRuler™ 100 bp, usado como referéncia
para o tamanho dos fragmentos amplificados obtidos. Correram-se os 4 uL de mistura no gel de

agarose durante 30 minutos submetidos a um campo elétrico de 12,5 V/cm.

Apéds a corrida, o gel foi levado a cdmara de luz ultravioleta para revelagcdo das bandas e
fotografia, estimando-se de forma aproximada o peso molecular do fragmento, por comparagado com a

também corada, marcador de peso molecular.

2.2.2.6 Quantificagao de dcidos nucleicos

A concentragdo de dsDNA foi numa fase inicial estimada através do gel de agarose por
interpolacdo dos dados respetivos do marcador de peso molecular GeneRuler™ 100 bp (em ng/uL)
auxiliado pelo software gratuito GelAnalyzer. O GelAnalyzer carrega a imagem do gel e de seguida,
compara a intensidade dos pixéis que deteta em cada banda com o marcador de DNA. Este marcador
apresenta uma quantidade de acidos nucleicos definida para cada banda, de acordo com a
concentragéo usada. Por recurso a uma curva de calibragdo com a intensidade de pixel de cada banda

foi entdo possivel determinar a concentragao de dsDNA em cada amostra.

Embora mais tarde, a concentragdo de dsDNA passou apenas a ser estimada de forma mais
rigorosa, através da espectroscopia de UV-Vis. Assim, para a quantificacdo de acidos nucleicos
recorreu-se especificamente a um espetrofotometro UV-Visivel de microvolumes da tecnologia

Nanodrop ™. O instrumento usado foi o modelo ND-1000 e para a sua utilizagdo atenderam-se a alguns
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aspetos gerais, entre os quais, o volume de amostra a usar, entre 1 — 2 pL; o limite de dete¢do de 2 e
maximo de 3700 ng/uL e a alguns mais especificos, que se prendem com a natureza da amostra,

nomeadamente o coeficiente de extingdo do que se pretende quantificar.

Este instrumento quantifica o dsDNA (entre outros) de acordo com a lei de Lambert-Beer:
Abs =clE€

onde C é a concentragdo de DNA em ng/uL, Abs a absorvancia (neste caso a 260 nm, que corresponde
ao maximo de absorg¢do de UV do DNA), £ao coeficiente de extingdo (que para o dsDNA tem o valor
de 50 ng/uL.cm') e | a altura da coluna criada no espetrofotémetro (que neste caso corresponde a 1

cm).

E importante atender aos valores de absorvancia a 280 nm que correspondem ao pico de
absorgcao de UV de proteinas, e a 230 nm, ao pico de absor¢céo de UV de contaminantes organicos,
respetivamente. Assim, a determinagado do grau de pureza do DNA foi estimada através do coeficiente
de absorvancias 260/280 e 260/230 pode-se inferir quanto a pureza da amostra. Geralmente, utiliza-se
como valor de referéncia de pureza de dsDNA 1,8, ou seja, considera-se que a amostra é pura quando
ADbs 260/ Abs 280~ 1,8 € 1,8 = Abs 260/ AbS 2302 2,2.

Assim sendo, antes da medicao propriamente dita procedeu-se a limpeza do local onde é
colocada a amostra com agua sem nucleases. Colocou-se 1,5 uL de agua sem nucleases e considerou-
se a mesma como o branco. Por fim, o mesmo volume de amostra foi pipetado para a superficie do

sensor do espetrofotdbmetro e mediu-se a absorvancia a 260 nm, efetuando-se a medigdo em triplicado.

2.2.2.7 Sequenciagdo de Sanger

2.2.2.7.1 Reagao de sequenciagao

Para cada tubo, aliquotaram-se 1,5 yL de Big Dye Terminator v3.1 diluido com tampé&o de
sequenciagao do kit Cycle Sequencing na razéo de 1:16), 1 uL de primer (FWD ou REV, com sequéncia
e concentragao stock igual a usada no PCR), um determinado volume de DNA previamente purificado
€ agua sem nucleases, para se obter as concentragdes pretendidas, perfazendo um volume total de 10
WL. Apds a adicéo de todos os intervenientes, submeteu-se cada tubo a uma agitagdo em vortex e uma
rotagéo, colocando-se por fim, os tubos no termociclador no programa com caracteristicas especificas

para a reagao de sequenciacao de Sanger, de acordo com a tabela 2.8.
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Tabela 2. 8 — Condigbes de temperatura, tempos e ciclos de repeticdo nas diferentes etapas da reacdo de

sequenciagao de Sanger, especifica para a IL.

Temperatura / °C Tempo Ciclos
96 75s 1X
96 10's
50 6s 30X
60 4 min
4 Pausa ©

Depois da incubagéo, os tubos foram identificados e o seu conteldo purificado em colunas de
Sephadex. Recolheu-se o volume purificado e colocou-se no sequenciador Applied Biosystems 3730XL
DNA Analyzer. Os resultados foram analisados recorrendo ao software gratuito Finch-TV. Este software
nao s6 permite visualizar o fluorograma correspondente a sequéncia completa ou segmentada, permite
localizar a zona de interesse que contém o SNP e o seu gendtipo, por introdugdo da sequéncia do
primer (ou sequéncia complementar), como ainda estima um valor de fiabilidade (valor Q) para cada

atribuicéo.

2.2.2.7.2 Influéncia da concentracédo de dsDNA na sequenciagao

Para a mesma amostra, cujo genodtipo era previamente conhecido, testaram-se trés
concentragdes, nomeadamente 50, 20, 10 e 5 ng/yL e para cada amostra procedeu-se a sequenciagao

na direcio direta e em reverso, utilizando para isso os respetivos primers.

2.2.2.8 Sequenciacgdo de Sanger direta (aplicagao de produtos PCR sem purificagao)

Pretendeu-se otimizar todo o processo de genotipagem das amostras, reduzindo a quantidade
de reagentes usados, tanto na reacdo de PCR assimétrico, como na de sequenciagio, dispensando o
passo de purificagdo do p6s-PCR. Para o efeito, foram utilizados discos de cartées FTA cujo gendtipo
era conhecido, os quais continham apenas DNA, que foi purificado por intermédio de lavagens com o

FTA Purification Reagent e agua sem nucleases (procedimento descrito na segio 2.2.2.1)

2.2.2.8.1 Otimizacao da concentracao de cada primer na reagdo de PCR assimétrico

O procedimento é semelhante ao descrito na segdo 2.2.2.3.1, a excegdo da concentragido de
um dos primers; fez-se variar a concentragédo do primer FWD (0,08; 0,16; 0, 24 e 0,32 uM), mantendo
a concentragdo de primer REV constante. Em todos os ensaios, procedeu-se a reagdo de PCR

assimétrico e a sua verificacao por eletroforese em gel de agarose.
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2.2.2.8.2 Diminuigao do volume final na reagao de PCR assimétrico

Uma vez otimizada a concentragao de primers usadas na reagado de PCR pretendeu-se reduzir
o volume final de reagéo, passando de 25 uL para 10 uL. O procedimento foi semelhante ao descrito
na seg¢ao 2.2.2.3.1, a excecao, obviamente do volume final e da concentragdo de um dos primers, de
acordo com a tabela 2.9. Para todos os ensaios, procedeu-se a reagcdo de PCR assimétrico e a sua
confirmagao por eletroforese em gel de agarose.

Tabela 2. 9 — Reagentes e respetivas concentragdes (listados por ordem de adigdo) usados na preparagao do pré-

mix utilizado no PCR assimétrico usando discos do cartdo FTA, para um volume final de 10 pL.

Reagente (Concentracao stock) Concentragao final
H20 sem DNA/RNase -

Tampao PCR (10x) 1,5 x
MgCl: (25 mM) 2 mM

HotTaq (10 U/uL) 0,08 U

dNTPs (5 mM) 0,2 mM

Primer FWD (10 uM) 0,24 pM
Primer REV (10 pM) 0,4 uM

2.2.2.8.3 Sequenciagao de Sanger

Apds a amplificacdo ser validada através do gel de agarose, os produtos de PCR resultantes
da reacdo de PCR numa escala mais reduzida, foram entdo usados na reagédo de sequenciagcéo, sem
serem purificados e sem ser necessaria a adi¢cao de primers. Assim, seguiu-se o procedimento descrito

na segao 2.2.2.7.1, sendo os Unicos intervenientes na reagdo, os produtos de PCR e o BigDye
Terminator v3.1 e agua sem nucleases.
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2.3 Resultados e Discussao

O principal objetivo neste capitulo foi otimizarem-se as condigées experimentais de alguns
procedimentos envolvidos na genotipagem de amostras clinicas associadas a IL (SNP C/T -13910).
Utilizaram-se amostras cujos genoétipos eram previamente conhecidos e identificou-se através da
sequenciagcdo pelo método de Sanger, se um individuo é tolerante (TT), intolerante (CC) ou
moderadamente intolerante a lactose (CT). Os procedimentos presentemente em vigor na empresa
STAB-Vida Lda., envolvem mais do que um passo, nomeadamente, a extragdo do DNA da amostra, a
amplificagdo da regido de DNA do gene MCM6 (figura 2.1C) que contém a variante genética em
estudo, o SNP C/T -13910 (rs4988235) e sua purificagdo e s6 por fim a sequenciagdo de Sanger.

2.3.1 Verificagao da amplificagao por eletroforese em gel de agarose

Com o objetivo de verificar se a reagdo de PCR ocorreu com sucesso e se os produtos
formados se encontravam puros para a reagao de sequenciacao, procederam-se a duas eletroforeses
em gel de agarose. Teoricamente, através do gel de agarose em combinagdo com o desenho dos
primers também é possivel avaliar a especificidade do PCR, quanto ao peso molecular do produto de
PCR.

Apbs a eletroforese os géis sdo revelados numa cadmara de UVs, ja que na sua preparagéo é
adicionado um agente intercalante que atribui florescéncia aos fragmentos de DNA (302-312 nm), o
GelRed, como se pode verificar através das bandas brancas de intensidade variavel (marcador e
produtos de PCR) da figura 2.4. As bandas unitarias que se observam em ambos os géis dizem
respeito aos fragmentos de dsDNA formados (a, b e ¢ na figura 2.4A e 2.4B) e o seu tamanho sera
estimado por comparagédo com o tamanho das bandas de referéncia do marcador. Em ambas as figuras
se constata que efetivamente a amplificagdo ocorreu sem contaminagdes para as trés amostras,
confirmada pelo controlo negativo, que na auséncia de DNA nao amplifica. Os fragmentos apresentam
sensivelmente 0 mesmo peso molecular, uma vez que surgem todos posicionados na mesma regiao;
e quando comparados com o marcador € possivel prever que os mesmos rondarao aproximadamente
os 350 bp (encontram-se entre a 32 e a 42 banda do marcador, entre 300 e 400 bp, respetivamente).
Esta analise predominantemente qualitativa é também algo empirica, o que torna este valor pouco
preciso. Para além da determinagao rigorosa do seu numero de pares de base ser insuficiente, a

atribuicao do gendtipo néo € possivel, dai que se recorra a sequenciagao.

Como mencionado anteriormente, ainda que todo o processo de amplificagdo decorra em
condi¢cbes otimizadas, pontualmente pdde observar-se na extremidade oposta ao pogo, o aparecimento
de bandas, ainda que ténues, de intensidade e pesos moleculares baixos (ver bandas assinaladas
dentro dos retangulos da figura 2.4A). Essas bandas podem estar relacionadas com a formagéao de
dimeros de primers. Esta situagdo pode ter ocorrido devido a presenga de primers que finda a reagéo

de amplificagdo, ndo foram consumidos na reagao.
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Figura 2. 4 — A. Gel de agarose apés eletroforese e revelagdo em camara de UVs com fragmentos de dsDNA
resultantes da amplificagdo de amostras cujo genétipo era previamente conhecido: Pogo (a) paciente intolerante;
(b) paciente moderadamente intolerante; (c) paciente tolerante. Destaque atribuido aos possiveis primers ndo
consumidos (retangulo branco) B. Gel de agarose com os mesmos fragmentos de dsDNA a), b) e c¢) apds
purificagdo com a enzima “ExoFAST”. As bandas identificadas por M correspondem ao marcador molecular de 100

bp e CN ao controlo negativo. Condig¢des: agarose a 1,5%; 30 minutos a 12,5 V/cm em TAE 1x.

Para cada reagao de sequenciagédo é usual colocar-se uma quantidade superior de um dos
primers (desempenhando aqui o papel de sonda) e como um dos passos da incubagédo envolve a
desnaturagao da amostra, esta deve ser sequenciada na forma o mais pura possivel, no sentido de
evitar reaces laterais com primers ndo consumidos provenientes do PCR. A importancia da purificagao

com a “ExoFAST” prende-se ao facto de esta solugdo enzimatica ser responsavel por degradar e
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eliminar fragmentos ndo especificos, sem que haja perda de amostra. Estruturas secundarias como
dimeros e/ou vestigios de dNTP (destaques retangulares na figura 2.5A) podem inibir a sequenciagao
por competirem com os produtos de PCR, mascarando resultados e diminuindo a intensidade dos picos
de fluorescéncia nos fluorogramas. Apds a ativagao e incubagédo da “ExoFAST” com os produtos de
PCR correu-se um novo gel (figura 2.5B) e verificou-se a mistura enzimatica degradou os primers ou
dNTPs através do desaparecimento das bandas, estando a amostra de dsDNA pura e apta a ser
sequenciada, com vista a identificagdo do respetivo gendtipo.

2.3.2 Quantificagao de acidos nucleicos por Espetroscopia de UV-Vis

A quantificagcao de acidos nucleicos, neste caso de dsDNA é fundamental para determinar qual
a concentragao 6tima de produto de PCR para a aquisi¢cao de fluorogramas que conduzam a leitura e

interpretacao de resultados, de forma clara e inequivoca.

A técnica de espetroscopia de UV-Vis ndo s6 permite quantificar a amostra de dsDNA, como
aferir quanto a sua pureza. O processo é significativamente facilitado através do uso do equipamento
Nanodrop™, que mede automaticamente trés valores de densidade ética (OD) para comprimentos de
onda distintos, 260, 230 e 280 nm. O valor de ODa2s0 € convertido a concentragcdo molar por aplicagéo
da Lei de Lambert-Beer atendendo a natureza da amostra, mais concretamente ao coeficiente de
extingdo molar do dsDNA (50 ng/uL.cm') e a amostra s6 é considerada pura quando o valor da razao
de absorvancias 260/230 é superior a 1,8 e 260/280 se situar entre 1,8 e 2,2. Esta técnica é, no entanto,
pouco precisa uma vez que sobrestima a concentragdo efetiva de DNA. Dado que se procedeu a
inUmeras quantificagcdes ao longo do trabalho, selecionou-se um exemplo de medigdo da concentragéo
de produto de PCR (345 bp). Depois da analise dos valores apresentados na figura 2.5 pode concluir-
se que, uma vez que as razdes obtidas - 1,89 e 2,04 respetivamente, estdo de acordo com os esperados
para amostras puras, estas podem ser utilizadas na reagdo de sequenciacdo e/ou para outras

aplicagoes.
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Figura 2. 5 — Captura da imagem da quantificagdo de acidos nucleicos, do software Nanodrop 1000 verséo 3.8.1.

Valores de uma medigdo da concentracdo de uma amostra de dsDNA e respetivas razbes de absorvancia.

E de notar que apds uma purificacdo com a “ExoFAST” o valor da concentragdo indicado pelo
Nanodrop sofre consistentemente um decréscimo na ordem dos 20%, resultado de um possivel fator
de diluicdo. Este decréscimo deve-se ao facto, da leitura ser efetuada com um coeficiente de extingéo
molar caracteristico de dsDNA, logo ao ocorrer a degradagao da dupla cadeia, estas deixam de ser

contabilizadas e detetadas como tal, pelo espetrofotdmetro.

2.3.3 Sequenciacgao pelo método de Sanger

Depois de amplificadas, as cadeias que constituiam o produto de PCR foram marcadas através
da insergao de quatro corantes fluorescentes que estao intercaladas com cada tipo de ddNTP (ddGTP,
ddATP, ddTTP e ddCTP), por intermédio do kit de sequenciagédo BigDye Terminator v3.1. A reacao de
Sanger é efetuada com uma mistura de ddNTP na proporgéo de 1:4. Cada ddNTP emite luz a um
determinado comprimento de onda, permitindo a identificagdo do nucleétido. A determinagdo da

sequéncia dos produtos PCR foi realizada por eletroforese capilar.

2.3.3.1 Andlise dos produtos de PCR e atribuicdo dos genétipos

Os fluorogramas apresentados na figura 2.6 dizem respeito aos trés genotipos, intolerante —
CC, moderadamente tolerante — CT e intolerante — TT, associados a variante genética responsavel
pela IL, a C/T -13910 (rs4988235).
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Figura 2. 6 — Fluorogramas parciais de trés amostras de produtos de PCR purificados, com gendtipos diferentes:
CC (A), CT (B) e TT (C), respetivamente. A faixa azul corresponde aos 19 nucleétidos que antecedem o SNP C/T

-13910, evidenciado no retangulo.

A atribuicao de bases a cada pico do fluorograma é completamente automatica e ndo editavel
manualmente, a cada nucleétido é atribuido um valor “Q”. Este valor, também designado por Phred
quality score, surge da equacéo estabelecida por Ewing et al., sendo esta obtida a partir do logaritmo

da probabilidade de erro, P(erro), ou seja, da atribuicdo da base estar incorreta 6.
Q =-10 log1o P(erro)

Por sua vez, este valor ira variar consoante a fiabilidade do resultado e esta diretamente
relacionado com o tamanho das marcas cinzentas no topo de todos os fluorogramas. Isto significa
quanto maior “Q”, maiores serao as marcas cinzentas. A tabela 2.10 apresenta em termos numéricos,
o rigor que esta associado a cada valor de Q, permitindo assim avaliar a qualidade e veracidade da

atribuicao das bases pelo sequenciador.
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Tabela 2. 10 — Parametro de avaliag&o na atribuic&o de bases por um sequenciador, Q .

Q P(erro) Rigor (%)
10 0,1 90

20 0,01 99

30 0,001 99,9
40 0,0001 99,99
50 0,00001 99,999

Para a atribuicdo dos gendtipos aos fluorogramas apresentados, considerou-se uma sequéncia
com cerca de 19 nucleétidos, que antecedem o SNP na posi¢do -13910, a qual pode ser consultada na
base de dados Ensembl e visualizada na zona azul dos fluorogramas da figura 2.6. A base que sucede
a zona azul é a posigdo a atender, ou seja, a -13910. Nos fluorogramas a cada base azotada
corresponde uma cor; a Guanina (G), Adenina (A), Citosina (C) e Timina (T) correspondem bandas

pretas, verdes, azuis e vermelhas, respetivamente.

Ancestralmente, um individuo normal tem na posig¢édo -13910 uma C (C-13910), cujo fendtipo
se caracteriza pela incapacidade de produzir lactase e consequentemente, nao tolerar a lactose. Esta
situacdo corresponde a apresentada no caso do fluorograma A da figura 2.6, sendo um caso de
homozigotia CC, ou seja, ambos os alelos tém na posigédo -13910 uma C (que no fluorograma surge
como a base complementar, ou seja, uma G). No caso do fluorograma B, na posig¢édo -13910 surge uma
G, no entanto com uma intensidade muito baixa e com a presenga concomitante de duas bandas (G e
A), indicando um caso de heterozigotia, ou seja, num dos alelos esta presente o polimorfismo, mas no
outro ndo. Assume-se neste caso que ha uma maior predisposi¢ao para manifestar um certo grau de
IL, ja que através da técnica em questao, deteta-se uma maior intensidade da banda da G e, portanto,
uma maior probabilidade de ser intolerante. Em contrapartida, o que se verifica no caso do fluorograma
C é que na posigao -13910, em vez de a base ser uma G, visto ser a base complementar de C, observa-
se uma A com um pico de intensidade moderadamente alto (marca cinzenta acima da linha a tracejado
no topo do fluorograma) revelando que se esta na presenga de um polimorfismo. Neste caso, quando
existe polimorfismo na posigéo -13910, o gendétipo € CT e o individuo com esta informagdo no gene
MCME6 indica que tem a capacidade de regular o gene LCT e induzir a expressao de lactase.

2.3.3.2 Influéncia da concentragao de dsDNA na sequenciacdo

A concentragao de dsDNA utilizada na reagcao de sequenciagao variou entre as 5, 10 e 20 e 50
ng/uL. Geralmente a quantidade de dsDNA recomendada nos protocolos de sequenciagédo é de 50
ng/uL, contudo pretendeu-se testar com amostras puras, se seria possivel reduzir as concentragdes de

dsDNA e obter o resultado pretendido, ou seja, 0 mesmo resultado para uma amostra cujo gendtipo
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era previamente conhecido (CC), sendo que os respetivos fluorogramas parciais podem ser

consultados na figura 2.7.
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Figura 2. 7 — Fluorogramas parciais resultantes dos quatro ensaios com uma amostra wild type (CC) a diferentes
concentragdes de dsDNA utilizado na sequenciagéo: 50 ng/uL (A); 20 ng/uL (B); 10 ng/uL (C); 5 ng/uL (D). A faixa
azul corresponde aos 19 nucleodtidos que antecedem o SNP C/T -13910, evidenciado no retangulo. (Valores Q=19,
Q=43, Q=41, Q=28 para as amostras A, B, C e D, respetivamente).

O resultado obtido em todos os fluorogramas, independentemente da concentracdo de dsDNA
usada na sequenciagao, correspondeu ao que era esperado, ou seja, a amostra cujo genétipo era CC
foi identificada através do aparecimento, na posi¢ao -13910, da base azotada guanina (G). Embora o
sequenciador tenha atribuido a cada amostra o genétipo certo, evidenciou através do valor Q, notérias

diferengas em termos de rigor e qualidade na atribuigdo das bases.

A atribuicdo de baixos valores Q pelo sequenciador (Q=19) e o excesso de ruido presente no
fluorograma A s&o aspetos comuns em leituras associadas a concentragdes elevadas de dsDNA. O

excesso de DNA (50 ng/uL) geralmente conduz ao entupimento dos filamentos do sequenciador,
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despoletando uma maior dificuldade na atribuicdo de bases por parte deste. Simultaneamente para
concentragbes demasiado baixas de dsDNA, o sequenciador revela igualmente dificuldades na
atribuicdo do genotipo, refletindo-se no valor Q (Q=28) considerado relativamente baixo. Esta situagao
possivelmente deve-se ha presenga insuficiente de amostra para se conseguir obter uma resposta

consistente e um valor Q considerado razoavel.

E essencialmente numa gama de concentragdes intermédias (10-20 ng/ulL) que os resultados
se apresentaram mais fidedignos, sendo que o melhor resultado correspondeu a uma concentragéo de
dsDNA na ordem dos 10 ng/uL. O seu fluorograma correspondente (C) evidenciou auséncia total de
ruido e um valor Q de 43. A partir desta otimizagéo todas as restantes reagdes de sequenciagéo foram

levadas a cabo com uma concentragao de DNA de 10 ng/ulL.

2.3.4 Sequenciagao de Sanger direta

Para que a sequenciagao direta fosse exequivel, as condigdes experimentais da reagédo de
PCR tiveram que sofrer um ajuste, nomeadamente ao nivel da concentragdo dos primers que era
inicialmente colocada; pretendeu-se que um dos primers fosse totalmente consumido até ao termino
da reacao e o que restasse do outro, servisse de “sonda” para a reagao de sequenciagao, evitando

assim, a habitual adigdo extra de primer.

2.3.4.1 Supressdao do passo da purificagdo para volume final de PCR de 25 uL

A tentativa de omitir o passo da purificacdo surgiu da analise de ensaios anteriores,
designadamente de géis nos quais se podia visualizar em determinados casos, o aparecimento de uma
banda extra, que estava relacionada dadas as suas caracteristicas (menores pesos moleculares), a
formacao de dimeros de primers. Esta situagdo deveu-se ao facto de, no final da reagdo de PCR, ainda
restar excesso de primers e estes reagirem entre si. Como tal, fez-se um estudo no qual se variou as
propor¢des dos primers FWD e REV (fixando o REV) e procedeu-se a caracterizagdo dos respetivos
produtos de reagao. Os resultados da reagdo de PCR assimétrico foram avaliados através da técnica

de eletroforese em gel de agarose, apresentando-se o mesmo na figura 2.8.
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Figura 2. 8 — Gel de agarose com fragmentos de dsDNA n&o purificados com diferentes concentra¢des de primer
FWD: 0,08 (a) 0,16 (b) 0, 24 (c) 0,32 uM (d) e concentragao fixa de REV (0,4 uM), apds eletroforese e revelagao
em camara de UVs. Condigbes: agarose a 1,5%; 30 minutos a 12,5 V/cm em TAE 1x. O marcador (M) é o
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder.

Apds a anadlise do gel de agarose concluiu-se que, praticamente em toda a gama de
concentragcbes de primer FWD estudada, a amplificagdo de DNA ocorreu e os produtos de PCR
formados apresentavam o mesmo peso molecular. A Unica excegao ocorreu a concentracao mais baixa
de primer FWD (0,08 uM), a qual ndo se assinalou a formacado de nenhum fragmento de DNA,
provavelmente por esta nao ser suficiente para que a reagédo de amplificagdo desse inicio. Certificou-
se também que n&o se formaram dimeros de primers em nenhum dos ensaios. Selecionou-se assim a
concentragao de primer FWD de 0,24 uM (propor¢do FWD:REV de 1:2), visto que a banda se
apresentava mais intensa do que a qualquer das outras concentracbes de DNA e os resultados de

sequenciagao foram mais promissores.

2.3.4.2 Diminuigao do volume final na reagao de PCR assimétrico

Os resultados apresentados na figura 2.9 dizem respeito apenas a etapa final da otimizacao
para a reagcédo de PCR, nomeadamente para um volume final de 10 uL (com as seguintes concentragées
de primers finais: FWD = 0,24 uM e REV = 0,4 uM), para a qual se selecionaram amostras relativas

aos trés gendtipos CC, CT e TT.
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Figura 2. 9 — Gel de agarose com produtos PCR nao purificados, cujo genoétipo é conhecido. No 2° pogo (CC), no
3° (CT) e no 4° (TT), respetivamente, dsDNA provenientes da reacdo de PCR assimétrico, apds eletroforese e
revelacdo em cadmara de UVs. Condigcbes: agarose a 1,5% 30 minutos a 12,5 V/cm em TAE 1x. O marcador (M) é
o GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder.

De acordo com os resultados de gel de agarose representados na figura 2.9, verifica-se que
diminuindo a concentracdo de um dos primers (FWD), a amplificagdo do DNA é conseguida com
sucesso, podendo verificar-se a presengca de uma banda correspondente a um fragmento com o
tamanho pretendido, cerca de 345 bp. A formagao de produtos secundarios (fragmentos inespecificos
- dimeros) podera eventualmente ocorrer, mas em muito menor escala, uma vez que um dos primers
(FWD) é utilizado na sua totalidade no decorrer da amplificacao, restando apenas o primer REV. Este
aspeto é fundamental na medida em que se consegue evitar o passo da purificagdo da amostra
amplificada e todo o primer que néao foi utilizado na amplificagéo, sera reutilizado na etapa seguinte, na

reagao sequenciagao.

Para a validagcao destas alteragdes recorreu-se a sequenciagdo de Sanger dos fragmentos
obtidos. Através dos fluorogramas parciais representados na figura 2.10 verificou-se que a reagéo de

sequenciagao ocorre, permitindo a identificagdo de todos os gendtipos, de acordo com o esperado.
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Figura 2. 10 — Fluorogramas parciais de trés amostras de produtos de PCR ndo purificados, cujo volume final de
PCR foi 10 pL e os seus gendtipos diferentes: CC (A), CT (B) e TT (C), respetivamente. A barra azul corresponde
ao genotipo associado ao SNP C/T -13910. (Valores Q=37, Q=28, Q=42, para amostras A, B e C, respetivamente).

A reatribuicdo dos gendtipos coincidiu com o esperado e embora alguns fluorogramas
apresentassem algum ruido e o valor de Q nao fosse tao alto quanto desejado, estes aspetos ndo foram
considerados relevantes, uma vez que nas experiéncias subsequentes, a atribuicdo dos gendtipos
revelou ser sempre consistente. No entanto, para atribuicdes de genétipo cujo valor Q fosse inferior a
30, a repeticdo do ensaio com um pouco mais de dsDNA (20 ng/uL) na reagdo de sequenciagéo,

solucionava o problema.
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2.4 Conclusodes e consideragoes finais

O processo de otimizagdo do protocolo de sequenciagdo de Sanger para a determinagéo de
gendtipos relacionados com a intolerancia a lactose em amostras clinicas, revelou que a conversdo da
reagdo de PCR convencional em PCR assimétrico foi uma excelente opg¢ao para a otimizagao global
do protocolo, na medida em que foi possivel eliminar por completo o passo da purificagdo dos
fragmentos de dsDNA pés-PCR; a redugao do volume de mistura reacional de 25 uL para 10 pL foi
igualmente importante, j& que se reduziu drasticamente (cerca de 60%) a quantidade de reagentes
usados no PCR. Embora a concentragdo dos reagentes fosse a mesma, o volume final utilizado foi
suficiente para que o PCR assimétrico ocorresse e se formassem fragmentos dsDNA. Pequenas
amostras destes fragmentos de dsDNA, cujo perfil genético era conhecido, foram diretamente
sequenciados sem que a identificacdo dos trés gendtipos associados ao SNP C/T-13910 ficasse

comprometida.

Numa fase final, apds a validagédo das alteragdes propostas, efetuou-se o levantamento dos
custos e tempos despendidos em todos os procedimentos envolvidos na genotipagem de amostras de
sangue ou saliva, antes e depois da sua implementagcdo. Avaliaram-se também as vantagens
introduzidas ao teste genético realizado no ambito do kit Nutrigene, que o podem tornar mais
competitivo em termos de mercado. Entre reagentes e material, verificou-se efetivamente, que as
alteragdes introduzidas no protocolo vigente na rotina laboratorial da empresa resultaram numa
diminuicdo de custos para STAB-Vida Lda. de cerca de 12%, traduzidos em 1€ por andlise. Aliado aos
custos, reduziu-se também o tempo despendido em cada analise; s6 o passo da purificagdo consumia
cerca de 45 minutos, distribuidos pela preparagao da amostra e a ativagdo da enzima ExoFAST no

termociclador.

Assim, face ao protocolo anterior, as alteragdes implementadas tiveram um forte impacto em
termos econdémicos para a empresa STAB-Vida Lda., fazendo com que o custo de cada analise para o

teste de diagndstico genético da IL se apresente mais competitivo no mercado.

Esta forma de diagndstico permite estabelecer a relagédo entre os trés gendtipos do SNP C/T -
13910 (CC, CT e TT) e os possiveis fenétipos manifestados pelos individuos que disponibilizaram, de

forma consentida, as suas amostras para a elaboracgao deste estudo.

Assim, prevé-se que nos casos de homozigotia TT, os individuos que apresentem T-13910
em ambos os alelos, sejam tolerantes a lactose. O mesmo € dizer que apresentam o fenétipo oposto a
condicao ancestral (tolerante), situagado que lhes proporciona simultaneamente, a capacidade de ingerir
e digerir convenientemente, elevadas quantidades de lactose sem manifestarem qualquer sintoma
associados a IL. Tudo indica que o cédigo genético (gene LCT) destes individuos foi alvo de pressao
seletiva, ja que se tornaram providos da capacidade de produzir lactase para degradar o dissacarideo

da lactose.
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Ha, porém, casos excecionais de individuos que embora apresentem gendtipo TT, o facto de
possuirem alguma deficiéncia ou infe¢gdo ao nivel da mucosa intestinal ou recorrerem regularmente ao
uso de antibidticos que provoquem a destrui¢cao das células onde a lactase é produzida. Nestes casos é
comum obterem-se diagnosticos complementares incompativeis, pelo que sao situagdes pontuais e o
diagndstico genético podera até advertir o paciente de que podera sofrer de um tipo de hipolactasia
adquirida decorrente de alguma alteragdo ao nivel da mucosa intestinal (parasitoses, fibrose cistica,

consumo de drogas ou alcool em excesso, etc.)

Quando se trata de heterozigotia CT, isto significa que o SNP C/T -13910 se encontra apenas
num dos alelos. O individuo com este diagnédstico tera uma maior propensao a tolerar a lactose
relativamente a um individuo homozigético com genétipo CC. Sera capaz de ao longo da sua vida
produzir alguma lactase, que lhe permitira ingerir moderadamente alimentos que contenham na sua
composicao lactose. Existem estudos funcionais que mostram uma relagdo muita direta entre a
presenca deste polimorfismo e a quantidade de mRNA/lactase produzidos '7. Estes individuos sdo mais

suscetiveis a desenvolver IL secundaria a eventuais eventos associados a lesdo da mucosa intestinal.

Quando nao é identificado qualquer polimorfismo em nenhum dos alelos, em condigdes
normais, o individuo que apresente C-13910 é geneticamente intolerante a lactose, a semelhanga do
seu ancestral. Os individuos com que apresentem este perfil genético, produziu lactase apenas no seu
periodo lactente, tendo deixado gradualmente de possuir a capacidade de a produzir em idade adulta.
A relagdo entre os sintomas manifestados decorrentes da IL (avaliada através de testes
complementares / genéticos) que tem vindo a ser descrita na literatura, revela ainda diversas
incompatibilidades. Por exemplo, partindo do principio que se estdo a avaliar sintomas, descritos
imediatamente apés um consumo moderado de produtos lacteos, pode acontecer que a quantidade
ingerida ndo seja suficiente para que os sintomas se fagam sentir imediatamente, mesmo que o
individuo apresente C-13910, isto &, seja intolerante. Isto porque, embora se observe um decréscimo
da atividade da enzima, a expressao de lactase mantém-se, a um nivel mais baixo e variavel de pessoa
para pessoa. Ha também casos em que o individuo é geneticamente intolerante, nunca tenha
manifestado sintomas, uma vez que apresenta na sua dieta, um consumo moderado e toleravel de
lacticinios. E igualmente importante considerar que a relagéo entre a presenca do polimorfismo e os
sintomas de IL ndo é sempre direta pois, por exemplo, uma crianga mesmo que nao apresente o
polimorfismo (gendtipo CC - intolerante) vai ter ainda a lactase muito ativa e, portanto, ndo vai
manifestar sintomas de IL. E provavel que existam outros fatores, tais como a idade e a etnia, mas o

peso da existéncia de um polimorfismo é muito forte e por si s6 explica, de um modo geral, o fenétipo.
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Capitulo ll.

Sintese e caracterizacdo de
nanoparticulas de ouro com

diferentes morfologias
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3.1 Breve introducgao ao capitulo

As AuNP continuam a ser altamente requisitadas quer para estudos fundamentais, como para
aplicacbes tecnoldgicas, devido as potencialidades das suas propriedades fisicas e quimicas unicas,
relativamente aos seus homdlogos em massa (bulk). Um dos aspetos mais fascinantes nas AuNP séo
indiscutivelmente as suas propriedades 6ticas, que sao preferencialmente aplicadas em biossensores.
As AuNP possuem vantagens em relagéo as de outros metais, dado que demonstram ser altamente
estaveis e biocompativeis, ndo sao citotoxicas, sdo quimicamente inertes e apresentam uma maior

versatilidade na funcionalizagdo da sua superficie .

Existe uma enorme variedade de AuNP descritas na literatura, podendo estas ser classificadas
de acordo com as suas carateristicas morfolégicas, como esféricas ou nido esféricas (rods, triangulos,
cubos, estrelas, prismas). A obtengdo destas AuNP e controlo das suas caracteristicas depende

sobretudo das técnicas de sintese empregues e das especificidades das mesmas.

Sao varias as técnicas de sintese capazes de criar AUNP com diferentes niveis de precisao,
reprodutibilidade, rapidez e custo. Estas técnicas estdo agrupadas em duas grandes categorias: top-
down e bottom-up, que se distinguem pelo modo como abordam a produgédo das AuNP, fisica ou
quimicamente. Enquanto as técnicas de top-down se baseiam na desintegracdo de material
macroscopico até se obter a NP com a morfologia desejada (p. ex. por ablagao por laser ou evaporagéo
por vapor), as técnicas de bottom up baseiam-se na criagdo de AuNP, atomo por atomo, produzidas
por reagdes quimicas, eletroquimicas, térmicas ou fotoquimicas, que se depositam de forma

organizada e formam estruturas bem definidas 2.

3.1.1 Sintese quimica de AuNP

O tipo de sinteses usadas nesta dissertacdo esta inserido nas técnicas de “bottom-up”, nas
quais um sal de Au(lll), que age como percursor, € decomposto ou reduzido para gerar atomos de ouro

metalico (Au(0)), sendo estes a base estrutural para a formagao da NP.

Prevé-se que antes da formagédo do ouro metalico, ou seja, da NP, ocorre a formacgéo de
nucleos cristalinos a partir do precursor. Embora o processo de nucleagéo ainda nao esteja totalmente
esclarecido, o modelo que retine maior consenso é o modelo de LaMer 34; foi proposto nos anos 50 e
atualmente é ainda usado para explicar praticamente todas as reagdes de sintese quimica de AuNP.
O diagrama que descreve este processo de produgdo de coloides monodispersos esta representado

na figura 3.1, baseando-se no conceito de separacéo da fase de nucleagédo da do crescimento.

83



Limite critico de supersaturacéao

lg Cmax

o’ -
i Nucleagéo
=]

c g g o e e

3 Cmm

c Z

o Crescimento
o ; e

o] CS ’ .

g : :

£ AT THETNE -
® ¢ ¢ .

w

L £ i
. L & -

tempo

Figura 3. 1 — Diagrama representativo das diferentes fases de sintese de AuNP ao longo do tempo e a sua relagédo
com a concentragdo atdmica de precursor disponivel. Fase | — Decomposi¢cdo do percursor metalico — pré
nucleagéo (Au(lll)). Fase Il — Formagéao de nucleos de cristalizagcdo/aglomerados. Fase Ill — crescimento da NP

(Au(0)). Imagem adaptada da referéncia 5.

O modelo propde que a concentragdo de atomos disponiveis para a nucleagdo aumenta (fase
I) @ medida que o percursor € decomposto, por aplicagdo de calor por exemplo e, assim que a
concentracao dos atomos atinge a supersaturacgéo, isto é, a concentragdo de nucleagdo minima (Cmin),
os atomos comegam a agregar em pequenos nucleos (fase Il) que vao crescendo de forma acelerada
até se esgotar o percursor (Cmax). Como forma de controlar o tamanho e a morfologia das particulas,
recorre-se frequentemente a agentes de revestimento que se ligam a superficie das particulas (fase
ll), estabilizando-as e evitando a seu crescimento desmesurado, por aglomeragao atémica (fusao de
nucleos) ¢, atingindo assim um estado de equilibrio (Cs) entre os atomos superficiais da NP e os atomos

em solugao.

No caso de a reacao principal ser a redugédo do ouro, o precursor encontra-se num estado de
oxidagao superior (Au(lll)) em relagédo a espécie atdmica (Au(0)). Nesse caso, dependendo do sistema
em questao, pode ocorrer a redugao do precursor metalico a atomos que depois formam os nucleos de
cristalizagdo ou existir primeiro a formacao de aglomerados moleculares (clusters) contendo um nimero
relativamente baixo de atomos do metal e ligandos existentes em solucao 6, ocorrendo posteriormente
a reducgdo e consequentemente a formagdo de NP 7. O grau de dispersdo de tamanhos de uma
populacao de NP depende sobretudo do tempo de duracao entre as fases de nucleagao e crescimento
8. Assim, quanto mais rapida e independente for a fase de nucleagdo em relagdo ao periodo de
crescimento, mais monodispersa serd a populagdo, ja& todos os nucleos se formam quase

simultaneamente e crescem a velocidades semelhantes, o que se traduz num crescimento homogéneo

9,10

Uma das maiores dificuldades experienciadas em sintese de NP prendem-se com aspetos
relacionados com a estabilidade coloidal / agregagéao, o controlo do crescimento de cristal, morfologia,

tamanho e a distribuicdo de tamanho. Todos estes fatores dependem do uso de um agente de
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revestimento apropriado que, para além de ser o responsavel por bloquear o crescimento, intervém na

determinacgéo da forma e tamanho e, principalmente, confere estabilidade a sua dispers&o coloidal 8.

De acordo com as metodologias aplicadas a sintese quimica de AuNP, estas podem dar origem
a AuNP com caracteristicas e propriedades distintas, ao mesmo tempo que a variagao intrinseca de
determinados parametros, tais como a concentragcdo dos reagentes envolvidos, as condigdes
reacionais e a natureza do solvente '-16, podem também eles ser capazes de gerar mais do que um

tipo de AUNP com morfologia ou tamanhos diferentes.

3.1.1.1 Nanoparticulas esféricas

Dada a isotropia intrinseca das AuNP esféricas, estas apresentam-se como a forma mais
estavel termodinamicamente e, como tal, a mais facil de obter. A sintese de Turkevich 17 surge como o
método pioneiro de obtengédo de nanoparticulas de ouro esféricas, sendo até aos dias de hoje, um dos
métodos mais utilizados. Neste método, usa-se HAuCls como precursor metalico e citrato de sddio,
simultaneamente, como agente redutor e de revestimento, sendo que a sua fungao de agente redutor
é ativada apenas a temperaturas elevadas. Desta sintese resultam AuNP com diametros
compreendidos entre os 10 e os 20 nm. Embora se recorra sobretudo ao citrato 82, podem ainda usar-
se como promotores da reagéo de redugdo, aminoacidos 2! ou acido ascoérbico 22. O tamanho das AuNP
pode também ser controlado através do uso de outro tipo de agentes de revestimento/estabilizagéo 23.

Inicialmente, o método de Turkevich estava restringido a pequena gama de tamanhos de AuNP
que gerava, contudo foram efetuadas algumas melhorias e atualizagbes ao método original, permitindo
a obtencao de AUNP com maiores dimensées. Em 1973, Frens et al. 2 demonstraram que, variando a
proporcao entre o agente redutor e de revestimento, é possivel obter AUNP com tamanhos especificos,
que podem ir desde os 16 aos 147 nm 25 26 Mais tarde, a compreensdo do papel que o pH, a
temperatura do meio reacional e a concentragdo de citrato de sédio desempenhavam na reacao
permitiu propor um modelo de crescimento de particula, que coincide em grande parte com o

apresentado por LaMer 27-29,

Mais recentemente, com base no mecanismo de LaMer e no fendmeno de maturagéo de
Ostwald 3°foi reportado um novo método que permite o crescimento cineticamente controlado de AuNP
esféricas, recorrendo ao crescimento sucessivo de AuNP que atuam, a cada etapa, como nucleos ou
seeds. Geralmente os métodos baseados no crescimento mediado pela existéncia prévia de seeds
promovem a formacgao de coloides com populagdes altamente monodispersas. O crescimento da-se
através da formagédo de camadas finas e homogéneas de ouro (Au(0)), resultante da reducdo de um
precursor de ouro, auto-catalisada na superficie metalica das seeds. Por intermédio de adigoes
suplementares de ouro em refluxo e a temperatura controlada, na presenga de citrato de sédio em

excesso é possivel obter AUNP com diametros até 200 nm 3'.

Em contrapartida, para a produgdo de AuNP com tamanhos inferiores a 10 nm, a estratégia
mais comum passa pelo uso de agentes redutores fortes, nomeadamente, de boro-hidreto de sédio 3233

ou hidrazina 34 na presenga de agentes de revestimento capazes de adsorver fortemente a superficie
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da particula, diminuindo a velocidade de difusdo dos reagentes através dessa barreira de agente de
revestimento e dificultando assim o crescimento de NP. As abordagens podem ser monofasicas ou
bifasicas, como é o caso do chamado método de Brust 35. Com base nestes sistemas bifasicos e no
uso de solventes orgénicos, pode destacar-se a formagédo de pequenos clusters de ouro hidréfobos
revestidos por fosfinas (1,4-1,5 nm) 3, aminas (2,5-7 nm) 37 e alcanotidis (1-6 nm) 38 3% Do mesmo
modo, o uso de agentes de revestimento hidrofilicos, tais como polietilenoglicol (PEG) (1,5-18 nm) 40
41, estabilizadores poliméricos (1,5-4 nm) 42, tensioativos catidnicos (4-6 nm) 43 e outras moléculas
funcionalizadas através de tiéis (0,73; 2 nm) 3 4 permitem igualmente a produgdo de AuNP neste
regime de pequenos tamanhos “5. Todavia, no final da sintese de AUNP com dimensdes tao reduzidas,
a sua superficie requer uma estabilizagdo extra através de uma camada de tensioativo. No caso
particular de sinteses aquosas, o protocolo mais comum é o relatado por Murphy et al. o qual gera
AuNP com base na utilizagdo de brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB), numa gama de tamanhos

compreendida entre 5 e 40 nm 46.47,

Uma interessante abordagem monofésica inserida no &mbito da Quimica Verde para a sintese
de AuNP com 5-10 nm foi reportada por Quaresma et. al “¢. O método em questéo descreve a formagéo
fotocatalisada de AuNP a temperatura ambiente. A reducao do precursor metalico da-se a pH 7, por
acao conjunta de um agente redutor fraco (trietanolamina) e de uma metaloporfirina de Sn(lV)

fotossensivel na presenga de PVP.

3.1.1.2 Nanoparticulas ndo esféricas

A metodologia adotada para a produgdo da grande maioria das AuNP com diferentes
geometrias, cujos rendimentos sdo geralmente mais elevados € denominada por “crescimento mediado
por seeds” %4951 O principio basico deste método consiste na sintese prévia de AUNP com dimensdes
reduzidas, através da reducdo do ouro com um agente redutor forte (p. ex. boro-hidreto de sédio). As
seeds sao, de seguida, adicionadas a uma solugéo de sal de ouro na presenga de um agente redutor
fraco (p. ex. acido ascorbico) em condigbes experimentais em que este ndo é capaz de reduzir o
precursor de ouro para formar novas seeds, mas em que € capaz de reduzir o precursor de ouro a
superficie das seeds pré formadas, levando ao seu crescimento. Além disso é necessario um agente
de revestimento que promova o crescimento anisotropico das AuNP, sendo que os mais usados sao o
CTAB e o PVP 5253,

A morfologia das nanoestruturas de ouro pode ser alterada através da variacdo da
concentragéo de seeds, dos agentes redutores e dos agentes de revestimento. Embora o papel destes
agentes de revestimento ndo seja ainda bem compreendido, pensa-se que o direcionamento do
crescimento da estrutura em determinadas orientagdes preferidas esta relacionado com uma maior
afinidade do agente de revestimento por determinada faceta cristalografica, atrasando o crescimento

segundo a direcao perpendicular a essa faceta cristalografica 54 %3,

O crescimento mediado por seeds em AuNP nao esféricas é no fundo uma extensdo do modelo

de LaMer, uma vez que requer inicialmente da sintese de coloides monodispersos. O diagrama de
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LaMer % da figura 3.2A ilustra a distribuicdo temporal ideal para a fase de nucleagdo (Aii) e de
crescimento (Aiii) até a obtencédo de AuNP isotropicas monodispersas. No entanto, para a formagéao de
AuNP n&o esféricas é essencial que a formacgao de seeds (representada por A) esteja temporalmente
separada da etapa do crescimento (representado por B).

A: Formacéao das B. Crescimento mediado
seeds por seeds
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Figura 3. 2 — Diagrama representativo das duas etapas que correspondem ao método denominado por
“crescimento mediado por seeds” — A. formagao de seeds e B. Crescimento mediado por seeds. Imagem adaptada

da referéncia 56

Para além da separacgdo temporal é igualmente frequente a separagao espacial em diferentes
recipientes. Este aspeto permite uma maior eficacia na manipulagao da cinética reacional envolvida no
crescimento, o controlo da morfologia e ainda que o material que é reduzido e depositado na superficie
da seed, seja diferente do que deu origem a esta.

Assim, de forma anéaloga ao diagrama de LaMer, os atomos podem ser gerados através da
decomposicao do percursor por diversas formas (uso de redutores, temperatura, etc.), no entanto, a
concentragcdo atémica idealmente deve permanecer abaixo do que € necessario para a nucleagao
autoinduzida (Bi). A adicdo de seeds (Bii) permite a nucleagédo do (segundo) material de crescimento
apenas sob elas, o que requer uma menor concentragdo do que a necessaria para a nucleagao
autoinduzida. No entanto, na pratica a concentragdo atémica pode ser elevada ao ponto de se
autoinduzir a formagao de novas seeds, facto que contribui para um aumento da polidispersividade no
final da sintese. Quando as seeds e o material de crescimento sdo os mesmos, torna-se impossivel
distinguir as seeds que sdo adicionadas intencionalmente e as que sdo formadas no seio da reagao. O
controlo e a manipulagao das condigdes experimentais do crescimento podem prevenir esta situagao
através de pequenas alteragdes, dando ligar a um crescimento anisotrépico do material sobre as seeds

previamente adicionadas (Biii) %. Os coloides de ouro com particulas nao esféricas (p. ex.
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nanotriangulos, nanocubos, nanoestrelas, nanorods) tém sido produzidos através da adaptacao deste
modelo, verificando-se que pequenas variagdes nas condicdes de crescimento podem determinar a

morfologia das NP 4.

Um dos primeiros protocolos descritos foi o da sintese de nanorods, cujo crescimento é

mediado por seeds de ouro com cerca de 3,5 nm, estabilizadas por citrato 46 57. 58,

De forma generalizada, a razdo dimensional entre AUNP nao esféricas pode ser controlada
através da quantidade e tamanho das seeds adicionadas, aditivos organicos, co-tensioativos 5860 e do
contra-ido halogeneto 46 54. 55, 57, 61,62 Geralmente estas sinteses apresentam baixa seletividade de
tamanho, dando origem a misturas de AuNP esféricas e AUNP com a forma pretendida, ou mesmo
misturas de varias morfologias. O rendimento morfolégico pode ser melhorado por ajuste das condigbes

experimentais, nomeadamente através do pH e da temperatura %8,

Mais tarde, desenvolveram-se outro tipo de métodos de sintese que ndo se baseiam na
utilizagdo de seeds preparadas separadamente 93; em sistemas de microfluidica 6467
fotocataliticamente 54 %5, etc. No &mbito desta dissertagéo recorreu-se a sintese de dois tipos de AuNP
nao esféricas - nanoestrelas (AuNS) e nanotridngulos (AuNT) - através de duas diferentes abordagens,

ambas previamente reportadas na literatura por Liz Marzan et al 53 68 e Miranda et al. %°, respetivamente.
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3.2 Metodologia Experimental

3.2.1 Materiais

3.2.1.1 Equipamentos

- Balancga analitica Kern ABS 120-4 (£ 2x10% g)

- Balanga semi-analitica Kern EMB 600-2 (x 1x102 g)
- Espectrofotémetro UV-Visivel Varian Cary 50 Bio

- Microscépio de transmissao eletronica HITACHI H-8100

- Microscépio de forga atdmica Nano Scope 5.12, dimenséo 3100 (Digital Instruments)

- Centrifuga SIGMA 2-16K (Rotores SIGMA: falcon 19776H; eppendorf 12154H)

- Centrifuga Eppendorf 5810R (Rotores Eppendorf: falcon F-34-6-38; eppendorf F-45-30-11)

- Centrifuga com arrefecimento K3 (Centurion Scientific)

- Potenciometro Crison pH-meter BASIC 20+ com um elétrodo combinado de vidro Crison (5208)

- Grelhas de cobre revestidas com carbono (malha 200) - C101/100 TAAB

- Placa de agitacgao digital Corning PC-420D

3.2.1.2 Reagentes quimicos usados na preparag¢ao de solucées

Tabela 3. 1 — Reagentes quimicos utilizados e respetivos distribuidores

Reagente

Distribuidores

Tetracloreto e tosilato de meso-tetra-(N-metil-4-piridil)porfirina de
estanho (IV) (SntMepyP)

Acido tetracloroaurico (HAuCly); solugédo a 30% (p:p) em HCI,
99,99% puro

Brometo de hexadeciltrimetilaménio (CTAB)

Trietanolamina (TEA)

Citrato de sédio (C¢HsNas0y7)

N,N-dimetilformamida (DMF)

Polivinilpirrolidona de peso molecular médio de 10 kDa (PVP K10)
Etanol Absoluto

Frontier Scientific, Inc.
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Fluka
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Carlo Erba
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3.2.2 Procedimentos

SINTESE DE NANOPARTICULAS DE OURO (AuNP)

Todo o material de vidro e agitadores magnéticos usados nos procedimentos que envolvem
NP, tanto ao nivel da sintese como do seu armazenamento foram devidamente lavados com uma
solugdo de agua-régia previamente preparada (NOTA. Esta solugao é extremamente caustica pelo que
deve ser utilizada com extremo cuidado e usando material de protecdo adequado) . Apds a colocacéo
de todo o material imerso na solugao por cerca de 10 minutos, passou-se abundantemente com agua
ultrapura (Milli-Q) e deixou-se o material secar. Este procedimento de lavagem do material é
fundamental na medida em que impede a existéncia/criacdo de pontos de nucleagao adicionais no
material de vidro, nomeadamente devido a contaminagdes de ouro provenientes de sinteses anteriores,

que durante a sintese podendo induzir agregacao das NP.

3.2.2.1 Sintese de nanoesferas de ouro de 15 nm (AuNP-15)

A sintese das AuNP-15 foi realizada através de uma adaptagdo ao método de redugdo do

percursor de ouro por citrato de sédio, descrita inicialmente por Turkevich 17, posteriormente otimizada

20, 69

Resumidamente, aqueceram-se até a ebulicdo 63 mL de solugdo de acido tetracloroaurico
(HAuCls) 1 mM num baldo de 250 mL de fundo redondo, ligado a um condensador, em agita¢do
vigorosa. Uma vez em refluxo, foram adicionados 6,25 mL de uma solu¢do aquosa de citrato de sédio
38,8 mM e a mistura manteve-se em refluxo durante 15 minutos, com agitagao vigorosa. Findo o tempo
de reagao, deixou-se a solugéo coloidal arrefecer até atingir a temperatura ambiente e armazenou-se

no escuro até ser usada.

3.2.2.2 Sintese de nanoesferas de ouro de 80 nm (AuNP-80)

As AuNP esféricas com dimensdes de 80-90 nm de didmetro foram sintetizadas de acordo com
uma metodologia de crescimento sequencial que consiste no crescimento controlado e sucessivo de
nucleos de crescimento (seeds) 3'. Este método envolveu numa fase inicial a sintese de AuNP-15 que,
por sua vez, serviram de seeds para a formagado de camadas de ouro com espessuras regulares,

através da redugao do metal a superficie da esfera.

Resumidamente, procedeu-se a sintese de seeds de 15 nm (AuNP-15) descrita na segéo
anterior 3.2.2.1 e logo de seguida, ap6és os 15 minutos de reacdo a 100 °C, deixou-se a solugéo
arrefecer até aos 90 °C, injetando-se imediatamente 1 mL de solugéo de citrato de sédio 60 mM e 1 mL
de HAuCls 25 mM. Deixou-se reagir 2 minutos a 90 °C, tendo-se colocado a solu¢ao de novo em refluxo

por 30 min. Repetiram-se as adigdes sequenciais mais 8 vezes até se alcancar o tamanho pretendido.

1 Agua Régia - mistura de acido nitrico (HNO3) e &cido cloridrico (HCI), na proporgéo de 1:3.
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3.2.2.3 Sintese de nanoestrelas de ouro (AuNS)

O método adotado foi o descrito por Liz-Marzan et al., no qual crescimento € mediado por
seeds, ou seja, a formagdo das protuberancias e o seu crescimento, dando origem as pontas das AuNS,
esta dependente da existéncia prévia de seeds, ou sejam, de nucleos esféricos 53 68 70, Este método
envolveu o uso de seeds de ouro revestidas com PVP (apés a funcionalizagdo as AuNP passaram a
designar-se por Au-seeds), as quais foram adicionadas a uma solugado HAuCls (percursor metalico) em
DMF (agente redutor) na presenca de concentragdes elevadas de PVP. O tamanho e o numero médio
de pontas formadas nas AuNS sao dependentes da quantidade de Au-seeds que é adicionada a mistura

reacional.

3.2.2.3.1 Preparacdo das Au-seeds (AuNP funcionalizadas com PVP K10)

Numa primeira fase para a preparagdo das Au-seeds, sintetizaram-se AuNP-15 conforme o
procedimento descrito na se¢éo 3.2.2.1. De seguida, procedeu-se a sua funcionalizagdo com PVP K10,
através da adicdo de uma determinada quantidade de PVP, equivalente a aproximadamente 60
moléculas de polimero por nm? de area superficial de cada AuNP 8 (equagao 7 na seg¢ao A3-2 anexo
).

Calculada a quantidade de PVP K10 a adicionar a solugdo de AuNP-15, procedeu-se a sua
dissolugédo em 5 mL de H20 e adicionou-se, gota a gota, a solugéo preparada aos coloides de seeds,
sob agitagdo vigorosa. Apds duas horas em agitacdo vigorosa numa placa digital, deixou-se a
funcionalizacdo decorrer durante um periodo de cerca de 12 horas (durante a noite) em agitacao
moderada e Tamb. Depois desse periodo, as Au-seeds foram centrifugadas a 8000 rpm durante 45
minutos; descartou-se o sobrenadante e ressuspendeu-se o residuo em etanol absoluto. As Au-seeds

foram colocadas no frio a cerca de 4 °C isoladas da luz.

3.2.2.3.2 Formagao das AuNS (crescimento das pontas)

Num gobelé dissolveram-se 1,5 g de PVP K10 em 15 mL de DMF em banho de ultrassons. De
seguida, sob agitagéo vigorosa, adicionaram-se 82 L de solugdo de HAuCls 50 mM; esperaram-se 2
minutos antes de se adicionarem as Au-seeds preparadas anteriormente e recém retiradas do
frigorifico. Apds a adigao das Au-seeds, deixou-se a mistura reacional reagir por 2 horas, sob agitagao
vigorosa. Entretanto, reduziu-se a velocidade de agitacédo e ao abrigo da luz, durante a noite, garantiu-

se que o crescimento das pontas findava. A caracterizagao decorreu apos esse periodo.

Como mencionado anteriormente, a quantidade de Au-seeds a adicionar esta dependente do
tamanho e nimero de pontas médio que se pretende obter nas AuNS. Esta dependéncia traduz-se
através do racio [HAuCls)/[seeds], pelo que quanto menor, menor sera o a distancia ponta-a-ponta das
AuNS, e vice-versa. O volume de Au-seeds foi calculado através da equagdo 8 que se encontra na

secao A3-3 do anexo lll.
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3.2.2.3.3 Lavagem das AuNS (troca de solventes e remogdo de PVP em excesso)

A lavagem das AuNS foi efetuada por quatro ciclos de centrifugagédo/ressuspensao, dois deles
relativos & mudanga de solvente (DMF-etanol; etanol-agua) e os outros dois, intermédios, para garantir

que o excesso de PVP fosse removido. As condi¢des de centrifugagdo apresentam-se na tabela 3.2.

Tabela 3. 2 — Séries de lavagens por centrifugacéo das AuNS e respetivas condigbes

Lavagens Rotagdes / rpm (Rotor falcons 19776H) Tempo / min
DMF > Etanol 11500 40
Etanol - Etanol 11500 40
Etanol > Agua Milli-Q 11000 40
ﬁ;ua Milli-Q - Ag_;ua Milli-Q 10000 40

Apés cada centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento foi disperso em etanol
absoluto filtrado (12 e 22 série) e em agua Milli-Q nas restantes. A solugao final foi colocada a 4 °C ao

abrigo da luz.

3.2.2.3.4 Estimativa da concentracdo final de AuUNS

Depois das lavagens, foi necessario efetuar uma estimativa da concentragdo e da area
superficial das AuNS para se proceder a posteriores funcionalizagdes. Uma vez que se tratou de uma

estimativa, foi necessario estabelecer duas premissas:

i) A reacado de sintese de AuNS é completa. Isto significa que todo o ouro presente na solugéao
reage exclusivamente a superficie das Au-seeds, ndo ocorrendo a formagao colateral de novas NP.

Assim, o nimero de AuNS em solugao sera igual ao numero de Au-seeds adicionado.

ii) A reducdo do ouro é catalisada pela superficie das Au-seeds, formando-se protuberancias
mais ou menos pontiagudas, sendo que a quantidade de ouro é distribuida equitativamente pela

superficie das NP.

Deste modo, assumiu-se que a concentragao de AUNS em DMF é igual a concentragédo de Au-
seeds adicionadas durante a sintese. Contudo, e embora seja incontornavel o facto de durante as
centrifugagcées ocorrer alguma perda de material, utilizou-se este pressuposto para calcular o
coeficiente de extingdo molar (¢) a 400 nm das AuNS obtidas diretamente da sintese e determinou-se
a concentragdo das solugcdes de AuNS apds a centrifugagao, por medi¢gdo da absorvancia a 400 nm.
Considerou-se este comprimento de onda, pois € onde, no caso do ouro, a absorvancia é
essencialmente devido a transigdes interbanda 7' 72,

De acordo com a segunda premissa, calculou-se a quantidade de ouro que se deposita em
cada NP, correspondente as pontas, com base na razdo entre n au total € n auseeds adicionada. Sabendo

a quantidade que de Au-seeds que se adicionou, a quantidade de ouro que cada AuNS tem é entado
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calculada através a quantidade de ouro total existente na solugdo, que se obtém atendendo a

absorvéancia a 400 nm. Estes célculos foram repetidos a cada centrifugagéo.

3.2.2.4 Sintese de nanotridangulos de ouro (AuNT)

Para a sintese de AUNT recorreu-se a um método de reducdo quimica controlado
fotocatalicamente %5. Este método tem a particularidade de ocorrer num sé passo, ou seja, a nucleagao

e o crescimento ocorrem em simultdneo no mesmo meio reacional.

Para a obtengdo de AuNT com as dimensdes pretendidas, ou seja, arestas com cerca de 80-
90 nm, é necessario, para além do percursor metalico de ouro (HAuCls) e de um agente redutor, a
utilizagdo de um agente de revestimento especifico e de um fotocatalisador que ira acelerar, ao mesmo
tempo que controlara a reagao de reducado. Este catalisador é foto-ativado e face ao baixo poder do
agente redutor, torna-se o intermediario preferencial na transferéncia de eletrbes para o ouro(lll)
iniciador do processo de nucleagdo, conduzindo desta forma a um controlo mais preciso do tamanho e
da morfologia dos tridngulos obtidos. O crescimento das particulas ocorre pela via fotocatalitica e pela

via de redugdo quimica direta pelo agente redutor a superficie das seeds formadas.

De forma sucinta, para um frasco de vidro adicionou-se 20 uL de uma solu¢do de HAuCls a 20
mM, 500 uL de TEA a concentracdo de 150 mM (solugéo preparada através da dissolugdo do TEA
numa mistura de 1 M NHs e agua — o pH da solugao inicialmente alcalino teve de ser ajustado a pH 7,
recorrendo-se a uma solugéo de 1 M de HCI). A mistura destes reagentes pela ordem indicada conduz
ao desaparecimento da cor amarela, caracteristica do sal de ouro, tornando-se apés a adigao do TEA,
incolor, pelo que é necessario que a adigdo dos restantes reagentes seja rapida, de forma a nio se dar
inicio a reagdo sem que todos os intervenientes da reacao estejam presentes. De seguida, 150 ulL de
uma solugédo de CTAB a concentragdo de 10 mM e 15 uL de uma solugédo de SntMepyP previamente
preparada e aferida a concentragéo de 3.0 uM. A concentragédo desta metaloporfirina foi estimada por
espectroscopia UV-Vis, na qual foram utilizados, de acordo com a literatura 73, coeficientes de extingdo
molar (¢) das bandas Q, caracteristicas deste tipo de porfirina. Por fim, 2535 uL de agua Milli-Q foram
adicionados de forma a perfazer um volume total de 3220 uL. A mistura reacional foi entao irradiada

por duas horas utilizando-se uma lampada de halogéneo, com uma poténcia de 100 W.

Depois de ser parada a irradiagao, o frasco de vidro contendo a solugao final foi colocado num
compartimento as escuras e deixado em repouso por 12 horas. Este periodo de tempo ira garantir que

a reagao cessou por completo.
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CARACTERIZAGAO DAS NANOPARTICULAS DE OURO

As AuNP sintetizadas foram caracterizadas por técnicas espetroscépicas presentes em
laboratério, nomeadamente por espetrofotometria de ultravioleta-visivel (UV-Vis), bem como por

técnicas microscopicas, de transmisséo eletrénica (TEM) e de forga atémica (AFM).

3.2.2.6 Espectroscopia de UV-Vis

Os espectros de UV-Vis foram obtidos numa célula de quartzo com passo 6tico de 1 cm na
gama de comprimento de onda de 400-900 nm, usando como branco os solventes (Milli-Q, DMF e
etanol). Os espetros das solugdes de AUNP-5 e AuNT foram adquiridos sem qualquer diluicdo. No caso
da solugdo de AuNP-15 e de AuNP-80 procedeu-se a uma diluigdo de 1:3 e na de AuNS, o fator de
diluicao foi de 1:6.

3.2.2.7 Microscopia de transmissao eletrénica (TEM)

As amostras de AuNP foram caracterizados por TEM através da deposi¢cado de uma gota (~10
uL) de coloide numa grelha de cobre e uma fina camada de carbono/’formvar” de 200 mesh da TAAB.
A gota foi colocada na face com carbono e deixada evaporar. Dependendo da natureza dos agentes
de revestimento usados nas sinteses, é aconselhada a “lavagem” posterior da grelha, com um volume
de agua equivalente ao da amostra. Tal € particularmente importante no caso dos AuNT, ja que o
agente de revestimento utilizado € o CTAB, um tensioativo catiénico que forma cristais facilmente por
evaporacao da solugéo, podendo criar artefactos na imagem de TEM. A andlise e selecédo das imagens
foram efetuadas num microscopio eletronico HITACHI H-8100 operado a 200 kV.2 O tratamento das

imagens e dimensionamento das AuNP foram realizados com recurso ao software gratuito Image-J 7.

3.2.2.8 Dispersdo Dinamica de luz (apenas para as AuNP-15)

Transferiu-se para uma célula descartavel apropriada para medigbes de tamanho
hidrodinamico (plastico, Malvern) 1 mL da solugdo coloidal de AuNP-15. Colocou-se a célula no
compartimento do equipamento Zeta Sizer Nano ZS, e ajustou-se, para cada medi¢cdo, o numero de

medigdes (triplicado) e a temperatura (25 °C).

3.2.2.8 Microscopia de Forga Atémica (AFM)

Foram adquiridas imagens de AFM em substratos de vidro de borossilicato, apenas para as
amostras de AuNT e AuNS, respetivamente. As analises de AFM foram efetuadas para confirmagéo da

morfologia dos AuNT selecionados através da microscopia de campo escuro “darkfield” (conteudos

2 Operado pelo Doutor Pedro Quaresma; Equipamento da responsabilidade da Doutora Patricia Carvalho,
professora no Instituto Superior Técnico de Lisboa
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abordados no Capitulo 5). A caracterizagdo por AFM foi efetuada num equipamento NanoScope versao
5.12, Dimension 3100, em modo de contacto intermitente (tapping mode) com uma janela e velocidade

de varrimento de 5 ym e 0,2 Hz, respetivamente.
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3.3 Resultados e Discussao

Todas as AuNP sintetizadas neste trabalho foram usadas direta ou indiretamente como
transdutores 6ticos em biossensores de DNA. As AuNP-15 foram indiretamente usadas, servindo de
intermediario (seeds) na sintese de AuNS. Depois de formadas as pontas, as AuNS e todas as
restantes nanoparticulas (AuNT, AuNP-80 e AuNP-15, inclusive) foram usadas como transdutores
oticos de biossensores. Independentemente da abordagem empregue na detegdo, seja ela
colorimétrica (em solugéo) ou por alteragéo individual do indice de refragcao (em chip), recorreram-se

previamente a técnicas de caracterizagado espetroscépica e microscopica.

3.3.1 Sintese e caracterizagdao das AuNP sintetizadas

3.3.1.1 Nanoesferas de ouro de 15 nm (AuNP-15)

A solugéo coloidal resultante da redugéo quimica do sal de ouro com citrato de sédio, na qual
este desempenhou simultaneamente o papel de agente redutor e de revestimento, foi caracterizada
por espetrofotometria de UV-Vis e por microscopia de transmissao eletrénica (TEM), como indicam as
imagens da figura 3.3.
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Figura 3. 3 — A. Imagem de TEM representativa de uma amostra de AuNP-15, revestida com ides citrato (barra de
escala corresponde a 100 nm); B. Histograma de distribuicdo do didmetro das AuNP-15 presentes na amostra
(N=230 particulas); valor médio do diametro: 14,7 + 1,7 nm (desvio padrdo da distribuicdo de tamanhos); C.
Espectro visivel de extingdo da amostra de AuNP-15 em solugdo aquosa, com pico maximo centrado a A = 520 nm

(fator de diluicao de 3); no topo a direita, fotografia do coloide de AuNP-15 depois da sintese.

A solugdo resultante exibia uma cor vermelho escuro, apresentando um maximo de
comprimento de onda da banda de LSPR a cerca de 520 nm (figura 3.3C). A concentragéo do coloide
e o tamanho das AuNP-15 foram estimados espetrofotometricamente, usando o método de Haiss et al.
(ver segado A3.1-1 do anexo lll), baseado na teoria de Mie corrigida para o percurso livre médio e
usando parametros adequados para nanoparticulas de ouro esféricas, revestidas com citrato e com
didmetros médios entre 5-100 nm 73. Neste método, o diametro médio é estimado com base na razdo
entre a absorvancia maxima da banda plasmoénica (SPR) e a absorvancia a 400 nm, enquanto a
concentracdo de nanoparticulas é estimada a partir da absorvancia a 400 nm e do didmetro médio das
particulas. A gama de concentragdes obtidas situou-se geralmente entre os 8 - 11 nM e os didmetros
médios entre os 13 e os 15 nm. Estes valores foram corroborados pelos resultados de TEM (14,7 £ 1,7
nm) (histograma da figura 3.3B) e por DLS (17,1 + 2,7 nm; desvio padrdo correspondente as 3
medigbes efetuadas).
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A estabilidade destas AuNP em solugdo aquosa € bastante razoavel, no entanto com o
aumento da forga idnica e/ou a alteragcdo pH para valores abaixo do pKa do citrato, ocorre a
destabilizacdo do coloide. Esta destabilizagdo leva as AuNP a aproximem-se, devido a redugédo de

repulsdes eletrostaticas e estas acabam por agregar.

3.3.1.2 Nanoesferas de ouro de 80 nm (AuNP-80)

A sintes de nanoesferas de ouro com um didmetro médio de cerca de 80 nm foi efetuada por
varias etapas de aumento progressivo do didmetro das AuNP, partindo das AuNP-15, para a primeira
etapa de crescimento, ou das AuNP obtidas na etapa anterior como seeds para o crescimento. As
etapas de crescimento foram efetuadas por adicdo de precursor de ouro as seeds e refluxo a
temperatura controlada (80 °C), dando origem a formacgao de finas camadas de ouro, em resultado da
redugdo e deposicdo de atomos deste metal a superficie da NP 3'. Na figuras 3.4 apresenta-se um
diagrama ilustrativo do aumento do didmetro médio e correspondente variagdo do comprimento de

onda do maximo da SPR para cada uma das etapas de crescimento.
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Figura 3. 4 — Alteracdes do Amax da banda plasmonica (A ) e do didmetro médio (::), calculado através do método
de Haiss et al. 22 apds cada etapa de crescimento na sintese de AuNP-80. No topo da figura representa-se

esquematicamente a variagdo na cor da solugdo das AuNP com diferentes tamanhos obtidas a cada adigao.

De acordo com o grafico da figura 3.4, a cada adi¢do de ouro, verificou-se que a banda
plasmodnica foi desviada para comprimentos de onda maiores desde 520 nm para as AuNP-15 iniciais
até cerca de 545 nm para as AuNP-80, visivel pela alteragdo da cor da solugdo (de vermelho para
roxo). Esta alteragdo é consequéncia do aumento de volume das AuNP até estas atingirem as
dimensdes pretendidas. Embora Bastus et al. 3! apontassem que o raio aumentava de forma mais

acentuada nas primeiras adigdes, a relagao que se obteve entre o tamanho da AuNP e o numero de
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adigbes parece ser aproximadamente linear na gama de tamanhos considerada, sendo que em média,

cada camada tem cerca de 8 nm de espessura.

A solugao obtida tinha um aspeto turvo e cor castanha, devido a elevada dispersao de luz tipica
de particulas metalicas deste tamanho. Observadas em contra-luz apresentavam uma tonalidade roxa
correspondente a banda LSPR, com um méaximo de comprimento de onda a cerca de 545 nm (figura
3.5C). A caracterizagdo por TEM mostrou AuNP esféricas cujos didmetros entre os 70 e os 90 nm
(histograma da figura 3.5B), sendo que o valor médio de aproximadamente 80 nm (80,7 £ 7,1 nm;
desvio padréo da distribuicdo de tamanhos). Note-se que em nenhuma das imagens adquiridas desta
amostra foram detetadas NP com tamanhos fora da gama de valores destacadas no histograma,
demonstrando que a formagdo das camadas por deposicdo de ouro é efetivamente bastante
homogénea. No ambito da imobilizacado destas AUNP em substratos de vidro borosilicato, apresentou-
se uma imagem de AFM que serve apenas como confirmagao extra da média de tamanhos obtida para
esta sintese, rondando precisamente os mesmos valores obtidos por TEM (70-90 nm). A estabilidade
coloidal das AUNP-80 em solugao aquosa é razoavel, pelos mesmos motivos indicados para as AuNP-
15 no entanto, atendendo as suas caracteristicas, como sdo mais volumosas, sdo mais suscetiveis a

agregacao.
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Figura 3. 5 — A. Imagem de TEM representativa de uma amostra de AuNP-80, revestida com citrato (barra de
escala corresponde a 200 nm); B. Imagem de AFM (tapping mode) de uma zona selecionada da superficie de
vidro onde sao visiveis as AuNP-80; C. Histograma de distribuicdo do didmetro das AuNP-80 nm obtido a partir
das imagens de TEM (N=116 particulas); valor médio do didmetro 80,7 = 7,1 nm; D. Espectro visivel de extingcao
da amostra de AuNP-80 em solugdo aquosa, com pico maximo centrado a A = 544 nm (fator de diluicdo de 3);

destaque do coloide de AuNP-80 depois da sintese.

3.3.1.3 Nanoestrelas de ouro (AuNS)

Como foi referido anteriormente, a formagao de AuNS compreende duas etapas, a da sintese
e funcionalizagdo das AuNP que sdo usadas como nucleos de crescimento (seeds) e a do crescimento
das pontas.

3.3.1.3.1 Preparacao das Au-seeds

Na primeira etapa funcionalizou-se o coloide de AuNP-15, previamente sintetizado (secao
3.3.1.1) com PVP K10. A funcionalizagdo foi avaliada espetrofotometricamente, sendo que os
respetivos espetros estéo representados na figura 3.6.
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Figura 3. 6 — Espectros UV-Vis de extingdo de uma amostra AuNP-15, antes (linha continua) e depois da

funcionalizagdo com PVP K 10 (linha a tracejado). Depois de funcionalizadas passam a designar-se por Au-seeds.

Apés a funcionalizagéo dos coloides com PVP K10, verificou-se que ocorreu simultaneamente,
uma ligeira diminuicdo na absorvancia e um pequeno deslocamento da banda plasmoénica. Estas
diferengas estao certamente relacionadas com a troca do agente de revestimento, de citrato para PVP,
resultado de uma alteragéo do indice de refragdo na vizinhanga das AuNP. Esta troca foi validada por
DLS, uma técnica que mede o didmetro hidrodindmico das AuNP. Face ao valor obtido para as AuNP
revestidas com citrato (17,1 £ 2,7 nm) registou-se um aumento de 3 nm (19,7 £+ 2,4 nm) apds a
funcionalizacdo, pelo o valor da diferenga possivelmente corresponde ao tamanho do de cada
mondmero de PVP. Este aumento do didmetro era previsivel, uma vez que o PVP é um polimero cujas

dimensbes sao superiores ao da molécula de citrato.

3.3.1.3.2 Formacdo das AuNS

Antes de se ter dado inicio a sintese, de acordo com a aplicagao proposta para estas AuNS,
foi necessario atender a dois aspetos: i) as AuNS iriam usadas no desenvolvimento de um
nanobiossensor de DNA, cujo método de detecdo baseava-se em principios colorimétricos (Capitulo
4), como tal estabeleceu-se que as AuNS a sintetizar deveriam absorver pouco além da regido do
visivel, sensivelmente o correspondente ao alcance do espetrofotémetro, numa gama de comprimentos
de onda entre 400 e 1000 nm. ii) as AuNS deveriam apresentar o maior nimero possivel de pontas, de

forma a maximizar a area superficial das NP (sensibilidade), relativamente as AuNP esféricas.

Barbosa et al. descreveram a relagdo que existe simultaneamente entre a morfologia e as
propriedades o6ticas das AuNS, com a variagdo da razao entre a concentragdo de precursor de ouro
[HAUCI4] e a concentracao de Au(0) presente nas Au-seeds, [Au-seeds]. Sendo que quanto menor for
a razao, menor é a quantidade de ouro que se deposita por NP, logo as AuNS vao apresentar menor

numero de pontas e o tamanho das mesmas, sera igualmente menor, e vice-versa. Assim sendo, na
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segunda etapa foram criadas condigbes para que o ouro (Au(lll)) presente em solugao fosse reduzido
na presenga de PVP, a Au(0) pelo DMF e se depositasse a superficie das Au-seeds, dando origem a

pequenas protuberancias, que com o tempo crescem e formam as AuNS.

Com o intuito de se identificar qual o racio que satisfazia as premissas iniciais, testaram-se
quatro racios [HAuCl4]/[Au-seeds] (R=10; 12,5; 15 e 20) sendo que todos os restantes paradmetros
(reagentes e condigbes experimentais) se mantiveram constantes, nomeadamente, a quantidade de
Au ([HAuCl4]), de PVP, de DMF, a temperatura a que se efetuou a sintese (25 °C) e a temperatura das
Au-seeds (4 °C).

Na figura 3.7 estdo representados os espetros das solugdes coloidais resultantes das sinteses

de AuNS para os varios racios [HAuCl4]/[Au-seeds] estudados.
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Figura 3. 7 — Espectros UV-Vis de extingdo das amostras de AuNS dispersas em agua, normalizados a unidade,
para sinteses efetuadas com racios [HAUCIs])/[Au-seeds] diferentes (R= 10; 12,5; 15; 20). No topo da figura
representa-se esquematicamente a variagdo da cor da solugdo de AuNS obtidas com o aumento do racio, desde
rosa (R=10) a verde (R=20).

Apos a sintese obtiveram-se quatro coloides com cores totalmente distintas, as quais
correspondiam a cor do seu respetivo espetro da figura 3.7 (rosa — roxo — azul e verde). Na gama de
racios estudados, os espetros apresentavam duas bandas plasmonicas intensas e largas, parcialmente
sobrepostas, uma dela centrada a cerca de 550 nm (LSPR 1), correspondente a ressonéncia
plasmoénica do nucleo e a outra centrada no intervalo de 650-800 nm (LSPR 2), que corresponde a
ressonancia plasmonica das pontas das AuNS 6. Os espetros foram normalizados a unidade para
facilitar a analise e a identificagdo das AuNS cuja contribuicdo do nucleo prevalece em relagéo as
pontas (e vice-versa), devido a efeitos de diluigdo decorrentes das lavagens. A diferenca de

absorvancias entre a banda de maior comprimento de onda (LSPR2) e a banda a menor comprimento

102



de onda (LSPR1) é assim visivel em cada espetro, apresentando-se tabela 3.3 os comprimentos de

onda correspondentes a cada uma das LSPR e a razdo de absorvancia entre as duas.

Tabela 3. 3 — Posicionamento da banda transversal (LSPR1) e longitudinal (LSPR2). Dados relativos a analise

espetrofotométrica das solugdes coloidais obtidas.

)\«méx/ nm
[HAUCI4]I[AU'SeedS] LSPR 1 LSPR 2 Abs LSPR 2 /Abs LSPR 1
10 541 655 1,21
12,5 542 666 )
15 556 763 1,30
20 561 801 1,43

Depois da analise detalhada dos espetros, denota-se um progressivo deslocamento da LSPR
2 para comprimentos de onda mais elevados, com o aumento do racio. Isto deve-se, tal como esperado,
ao facto de, para racios superiores, existir uma maior quantidade de ouro por Au-seed, levando assim
a formacgao de AUNS com maiores dimensdes e/ou maior numero de pontas. Visto que a LSPR 2 possui
uma elevada contribuigao relativa as pontas, o aumento do seu numero e/ou crescimento, conduz a um
desvio para o vermelho da banda plasmoénica correspondente 77. A intensidade relativa das bandas
plasmoénicas é também alterada através da alteragéo do racio verificando-se um aumento significativo
da intensidade da LSPR 2 e consequentemente, um aumento da razao das absorvancias, para racios

mais elevados.

De maneira a verificar a morfologia das AuNS recorreu-se a analise por TEM das 4 amostras.

Na figura 3.8 apresentam-se as respetivas imagens, de acordo com o racio [HAuCls)/[Au-seeds] usado.
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Figura 3. 8 — Imagens de TEM representativas das amostras de AuNS em solugéo aquosa, resultantes da variagcao
do racio [HAUCI4]/[Au-seeds], R= 10 (A), 12,5 (B), 15 (C) e 20 (D) e respetivos histogramas de distribuigdo do
comprimento maximo ponta a ponta das NS. Inclui-se também a média do comprimento e o desvio padrdo (nUmero
de NP analisadas a1= 65; b1= 66; c1= 74, d1= 102). Todas as barras de escala correspondem a 200 nm.

Numa primeira andlise constatou-se nao sé nas imagens da figura 3.8, como em todas as
restantes que foram capturadas, que o método é efetivamente eficaz na “transformacgéo” das Au-seeds

em AuNS. A julgar pelos resultados de TEM, o rendimento desta etapa foi de 100%. Embora em
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percentagens diferentes, em todas as imagens é visivel a deposi¢cdo de atomos de ouro a superficie
das NP, alias como indicavam os espetros, devido a presenga de duas bandas plasmonicas. Entre
AuUNS da mesma amostra ha uma relativa homogeneidade na dispersdo de tamanhos (e numero de
pontas), no entanto, o mesmo nao é observado entre amostras. As NP apresentam morfologias

irregulares, variando entre a forma quase esférica a nanoestrelas bem definidas.

Apds se observar detalhadamente, verifica-se que o numero de pontas esta, de facto,
relacionado com o deslocamento das bandas plasmoénicas. O aumento do racio parece induzir a
formacgao de um numero crescente de pontas, ao mesmo tempo que promove o crescimento diferencial

das partes que constituem a AuNS (nucleo e pontas).

Tabela 3. 4 — Resumo dos dados relativos a analise das imagens de TEM

Amostra  Comprimento médio / nm N° de Didmetro médio  COomMPrimento
(Racio) (distancia ponta-a-ponta) pontas do nucleo / nm p";ﬁf;: ;:izsm
A (10) 41011 1 (méaximo) 38,1+0,7 8,3+0,8
B (12,5) 448 £ 1,7 2-3 38,9+0,8 13,8+ 3,6
C (15) 52,3+4,8 5-6 40,5+2,38 216+5,0
D (20) 62,0 £ 5,2 mais de 6 41,2+ 3,6 27,2+ 8,1

Segundo Mazzucco et al., as NP representadas nas imagens de TEM, de acordo com as suas

caracteristicas sdo designadas por esferoides (A), “quasi-estrela” (B) e nanoestrelas (C e D) 8.

As esferoides, como o proprio nome indica assemelham-se a esferas, dada a inexisténcia de
pontas definidas, observam-se apenas ligeiras protuberancias na superficie da NP, como é o caso da
amostra A. O didmetro das NP esferoides é de sensivelmente 41 nm, dos quais cerca de 38 nm
correspondem ao nucleo. A banda LSPR 2 (sobreposta) surge justamente em consequéncia da

existéncia de um numero reduzido de pontas mal definidas.

As quasi-estrela da imagem B apresentam um grau de complexidade maior, sdo visiveis cerca
de trés pontas que se projetam a partir do nucleo esférico. A alteracdo de racios comparativamente a
amostra anterior conduziu a um aumento do tamanho (45 nm), sem que este se manifestasse ao nivel
do nucleo (manteve-se nos 39 nm), mas sim a formagédo de pontas mais definidas e de maiores
dimensbes (13 nm). Estas informagdes vieram validar a informagdo proveniente dos espetros, sendo
que a LSPR 1 das quasi-estrelas nao sofreu deslocamento, ao contrario da LSPR 2 que nao so6 desviou

para o vermelho, como aumentou de intensidade relativamente a LSPR 1.

Em ambas as imagens C e D, verifica-se a existéncia de nanoestrelas bem definidas, nas quais
0 numero de pontas era praticamente sempre igual ou superior a 5. Estas AuNS apresentam maiores
dimensbes, sendo que as maiores diferengas se registavam ao nivel do tamanho médio das pontas, ja

que o didmetro do nucleo aumentou menos de 1 nm. O numero crescente de pontas foi entdo o
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responsavel pela indugdo de um desvio adicional para comprimentos de onda superiores, ao mesmo

tempo que fez aumentar a razéo entre as duas bandas, como indicavam os espetros da figura 3.7.

3.3.1.3.3 Aspetos relacionados com o aumento de escala e lavagens das AuNP

Com base nos pré-requisitos selecionou-se a solugdo de AuNS cujo racio era 15 e procedeu-
se ao aumento de escala da reagdo. Esta escolha baseou-se no facto de as AuNS apresentarem-se
numa gama de comprimentos de onda que ainda permite deslocamentos de banda adicionais em
processos de agregac¢ao. Aumentou-se o volume reacional 15 vezes (de cerca de 7 mL para cerca de
105 mL), sem alteragdes significativas no rendimento ou morfologia das AuNS, tal como se pode
verificar na figura 3.9, onde se apresentam os espetros de UV/Vis das AuNS obtidas nas duas escalas

reacionais e também uma imagem de TEM das AuNS obtidas.
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Figura 3.9 — (A) Imagem de TEM da amostra de AuNS (R=15) dispersas em agua apdés aumento de escala do
volume reacional e respetivo histograma de distribuigdo do comprimento maximo ponta a ponta das NS com a
média do comprimento e o desvio padrdo 51,1 + 3,8 nm (117 NP analisadas). Barra de erro corresponde a 200

nm. (C) Espetros UV-Vis das amostras obtidas para volumes reacionais de 7 mL (1x) e 105 mL (15x).

Através dos espetros de UV-Vis verificou-se um estreitamento e aumento da intensidade da
banda LSPR 2 e um pequeno deslocamento para o azul. Enquanto que a banda LSPR 1 sofreu um
aumento de intensidade. Estas alteragdes possivelmente estdo relacionadas com uma menor

polidispersdo de tamanhos (menor desvio padréo: 3,8 < 4,8 nm) e/ou melhor definicdo das pontas.
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Para a utilizagdo das AuNS em solugédo aquosa foi necessario proceder a sua lavagem para
remogdo do DMF e excesso de reagentes. A alteracdo de solventes, de DMF para agua Milli-Q
compreendeu mais do que uma lavagem por centrifugagdo, sendo que em cada uma delas, uma
percentagem de amostra foi inevitavelmente perdida juntamente com o sobrenadante. Apds cada
alteracado de solventes, caracterizou-se espetrofotometricamente a solugéo coloidal (ver figura 3.10) e

determinou-se a sua concentragao.
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Figura 3.10 - Espetros UV-Vis de extingdo da amostra AUNS (R=15) que sofreu aumento de escala dispersa em

diferentes solventes (DMF, etanol e agua).

Através das absorvancias dos espetros, nomeadamente ao nivel da banda LSPR2 verifica-se
que houve de facto, uma perda de AuNS durante a lavagem de DMF para etanol, de cerca de 16% e
uma perda adicional de 11% durante as lavagens de etanol para dgua. Além disso, para diferentes
solventes ocorrem pequenos desvios da banda plasmoénica, facto que se podera dever aos diferentes

indices de refracdo para cada solvente.

A concentragao das AuNS foi estimada espetrofotometricamente com base nas premissas que
foram estabelecidas na segdo 3.2.2.3.4 e no método de Hendel et al. 7' (se¢do A3.1-2 do anexo llI).
Assim, a concentragdo da solu¢do imediatamente apds o término da sintese era 0,11 nM (em DMF).
Depois de duas lavagens por centrifugagéo, o residuo foi ressuspenso em etanol, tendo-se estimado o
valor de 0,09 nM. A transferéncia das AuNS para agua conduziam a uma perda sistematicamente
menor de NP, obtendo-se uma concentragdo final de 0,08 nM. O decréscimo da concentragao
observado foi concordante com a percentagem estimada pela diferenga de intensidade da banda LSPR
2.
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3.3.1.4 Nanotridngulos de ouro (AuNT)

Os aspetos mais relevantes envolvidos na otimizacdo da sintese fotocatalitica de AuNT e
consequente influéncia nas caracteristicas morfolégicas, embora tenham sido estudados por mim e
pela Mestre Eliana Malheiro, num periodo anterior a elaboragao deste projeto de doutoramento, nao
serao aqui abordados de forma extensiva. As conclusdes mais significativas constam na sua
dissertagdo de Mestrado intitulada “Efeitos cinéticos no controlo morfolégico de nanoparticulas de ouro”
9 e na literatura 55, sendo que neste trabalho apenas sera demonstrada a versatilidade deste método
no ajuste do tamanho dos AuNT através variagdo da concentracdo do fotocatalisador, uma
metaloporfirina de estanho (V). Os resultados obtidos na caracterizagdo dos AuNT por UV/vis e TEM

apresentam-se nas figuras 3.11.
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Figura 3.11 — Espetros UV-visivel de extingdo obtidos para amostras de AUNT em solugdo aquosa, nas quais se
efetuou um gradiente de concentragao de SnP(IV). No topo deste representa-se a variagdo da cor da solugéo de
AuUNT obtidas. As concentragdes variaram entre (a) 0,019 (b) 0,016 (c) 0,014 (d) 0,012 (e) 0,09 puM. A direita, as

imagens de TEM capturadas na analise das amostras (a) e (d).

Dada a anisotropia intrinseca dos AuNT, estas nanoestruturas planares exibem duas bandas
plasmoénicas, isto significa que polarizam a luz em ambas as dire¢gdes dos eixos, longitudinal e
transversal. Enquanto a banda correspondente ao modo de ressonancia transversal pode elucidar

quanto a espessura dos AuNT, a longitudinal esta relacionada com o tamanho das arestas.

Por analise dos espetros de UV/vis apresentados na figura 3.11 verifica-se que a banda
longitudinal varia significativamente com a concentragédo de SnP(lV), enquanto a banda transversal
apresenta ressonancias sempre por volta dos 535 nm, indicando que a variagdo da concentragao de
porfirina deve induzir uma variagéo significativa do tamanho das arestas dos tridngulos, mas que a

espessura dos AUNT se mantem inalterada. A diminuigdo gradual da concentragao de SnP(IV) provoca
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um desvio da banda plasmonica para o vermelho, cujos Amax variam entre os 680 (lilas) e os 870 nm
(roxo). A diferenga entre os valores de Amax € tipico de sistemas em que o fotocatalisador afeta
principalmente a velocidade de formagdo de seeds. Para concentragbes mais elevadas de
fotocatalisador forma-se um maior nimero de seeds na primeira fase da formacao de nanoparticulas,
que depois competem entre si pelo precursor de ouro disponivel para crescimento, até que este se

esgote, levando, portanto, a um menor tamanho dos AuNT formados.

As imagens de TEM indicam que ha de facto, um aumento do tamanho das arestas quando a
concentracdo de SnP(IV) é menor, bem como uma maior polidispersdo de tamanhos. Tal é evidente
para a amostra (e) que apresenta AUNT com diversos tamanhos: sobrepostos a um AuNT de cerca de

600 nm de aresta encontram-se outros 4, cujos tamanhos sao todos diferentes.

Neste estudo otimizou-se a concentragdo de SnP(IV) para a sintese dos AuNT com as
caracteristicas oticas pretendidas e que corresponderam a dimensdes de 80-100 nm. Embora a gama
de valores de concentragcéo seja extremamente reduzida (0,01-0,02 uM), é importante constatar que
esta pequena variacao influencia significativamente o comprimento das arestas. Contudo, depois de se
proceder ao aumento de escala, este aspeto deixou de ser tao relevante, dado que os volumes totais
de solugado adicionados foram maiores, tornando-se um método mais robusto. Tendo-se chegado a
conclusdo que 0,014 uM parecia ser o valor de concentragdo de SnP(IV) mais indicado para a obtengéo
dos AuNT que vao ser usados em micro-espetroscopia UV-Vis (conteudo inserido no Capitulo 5). A

caracterizagéo do coloide resultante da otimizagéao esta resumida na figura 3.12.

109



50.0 nm

45,0

350

30.0

250

200

| 15.0

10.0

50

0.0

0,8
7 9117 nm
Z D
0,64 r
o o
= —_
o 7 g
° 0 2 041
= o> 0,21
100

- 0,0 N — : ;
120 140 400 500 600 700 800 900

Tamanho da aresta / nm Comprimento de onda / nm

Figura 3.12 — A. Imagem de TEM representativa de uma amostra de AuNT (barra de escala corresponde a 200
nm) B. Imagem de AFM (tapping mode) de uma zona selecionada da superficie de vidro onde foram depositados
0s AuNT (destaque de um AuNT isolado com 17 + 2 nm de espessura) C. Histograma de distribuicdo do tamanho
da aresta dos AuNT presentes na amostra (N=51 particulas); valor médio do tamanho da aresta: 91 £ 17 nm D.

Espectro visivel de extingdo da amostra de AUNT em solugdo aquosa (destaque do coloide de AuNT depois da
sintese).

Através da imagem de TEM constata-se que os nanotridngulos predominam em relacao as
esferas e a outras formas poligonais; e que as arestas destes medem entre 70 e 110 nm, sendo que o
valor médio obtido por TEM é de 91 = 17 nm. Embora ambas as técnicas fornegcam informacgoes
concordantes quanto a morfologia e ao tamanho, s6 através da técnica de AFM se pdde estimar a
espessura dos AuNT, que ronda em média os 17 £ 2 nm.

Pode considerar-se que o rendimento desta sintese, em termos percentuais € elevado,
sobretudo porque se trata de uma metodologia que envolve apenas “um passo” (ao contrario dos
convencionais métodos de sintese de AuNT), sendo que a formacdo de outras nanoestruturas é
reduzida (figura 3.12A). O CTAB, enquanto agente de revestimento (tensioativo catidénico) proporciona
em termos de carga absoluta, uma boa estabilidade coloidal em solugcdo aquosa. No entanto dada a
dimensdo dos AuNT, estes tornam-se significativamente instaveis na presenca de novos ligandos ou
solventes.
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3.4 Conclusodes e consideragoes finais

Para o desenvolvimento dos nanobiossensores de DNA foi necessario recorrer-se a dois tipos
de AuNP, esféricas e ndo esféricas (nanotridngulos e nanoestrelas). De acordo com as caracteristicas
pré-estabelecidas para cada um deles e atendendo que o objetivo principal era avaliar a sensibilidade
e desempenho dos biossensores com base na morfologia das AuNP usadas, sintetizaram-se

nanoesferas de ouro de 15 e 80 nm, nanoestrelas e nanotriangulos.

Os métodos utilizados para a obtencdo das AuNP tiveram por base procedimentos descritos
na literatura, sendo que estes foram implementados e escalados para maiores volumes com bastante
sucesso, os didmetros médios corresponderam aos esperados (ver tabela resumo), com elevado
rendimento. Em contrapartida, os métodos referentes as AuNP nao esféricas, cuja formagao dependia
da existéncia prévia de nucleos de crescimento (seeds) necessitaram de alguns ajustes experimentais,
de modo a obterem-se AuNP com as dimensdes pretendidas. Precisamente pelo facto dos passos da
nucleagéo e crescimento ocorrerem desfasadamente e até mesmo em recipientes diferentes, embora
se tenham obtido sempre AuNP com a morfologia desejada, o controlo do tamanho foi sem duvida, o
fator limitante destas sinteses. Desde a concentragéo rigorosa de alguns reagentes, ao tamanho e
temperatura das Au-seeds passando pelo pH das solugdes a agitagédo, o controlo rigoroso de todos
estes parametros foi determinante para a sistematizacao destes métodos. Ao efetuar-se o aumento de
escala, as questdes que se prendiam com o rigor das concentragdes de determinados reagentes, uma
vez que os procedimentos experimentais estdo descritos & escala do nanolitro, foram atenuadas
quando se passou para os microlitros, representando assim uma vantagem. Ainda assim, a
reprodutibilidade dos métodos foi manifestamente mais acentuada nas sinteses de AuNP esféricas
(tabela resumo) ndo sé porque os métodos ja se encontram altamente otimizados, mas acima de tudo
pelo motivo referido anteriormente, isto €, dependerem de duas reagbes (formacdo das seeds e
crescimento de determinadas facetas cristalograficas). De lote para lote, as diferengas observadas
tanto para os AuNS como para os AuNT, no que diz respeito as bandas LSPR eram muito pouco
significativas quando comparados com os tamanhos e a forma detetados por TEM, que se

apresentavam sensivelmente os mesmos.

A possibilidade de determinar a concentracdo de AuNP foi um aspeto importante no decorrer
deste trabalho, sobretudo porque era necessario parametrizar a quantidade de AuNP presente em cada
nanobiossensor, de forma a puder comparar resultados provenientes de lotes diferentes. A principal
vantagem da utilizacdo do método de Haiss et al. é que é bastante fidedigno no calculo e atribuicdo do
didmetro de AuNP revestidas a citrato (confirmado por TEM), um aspeto que diminuiu drasticamente a
necessidade de se recorrer a constantes andlises de TEM. Este método permitiu igualmente a
determinacao da concentragcdo de AuNP, no entanto apenas para AuNP em solu¢do aquosa, revestidas
por citrato. As limitagdes do método de Haiss et al. foram colmatadas pela utilizagdo do método de
Hendel et al.,, pelo que este permite a estimativa da concentracdo da concentracdo de AuNP
independentemente da forma, tamanho, revestimento, etc... Embora os revestimentos das AuNP
fossem por vezes distintos, ambos os métodos davam origem a resultados idénticos e muito precisos,

sempre na mesma ordem grandeza.
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Tabela Resumo —AuNP sintetizadas e respetiva caracterizagédo por espetrofotometria UV-Vis e TEM

. Diametro Diametro Diametro por [AuNP] por
AuNP Método TEM/nm  teérico/nm  UV-Vis/nm  UV-Vis /nM
AuNP-15 “Turkevich” 13,7 +1,7 13-15 14,6 8
Crescimento (8%adicao)
AuNP-80 mediado por 80,7 7,1 80,1+ 5,4 79,9 0,1
seeds
AuNT Fotocatalitico 91,0+ 17,0 variavel - -
Crescimento
AuNS mediado por 51,1+3,8 variavel - 0,08
seeds
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Capitulo IV.

Detecao do SNP C/T -13910 em
Amostras Clinicas recorrendo a
Nanossensores Colorimétricos em

Solucédo
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4.1 Breve introducgao ao capitulo

O interesse em diagnosticar doengas ou condigdes médicas numa fase precoce tem vindo a
aumentar, exigindo cada vez mais o recurso a novas tecnologias para diminuir o tempo de diagndéstico,
0 que possibilita terapéuticas mais rapidas e eficazes. Entre estas novas tecnologias, os sistemas
nanotecnolégicos tém possibilitado o desenvolvimento de novas metodologias, com elevada
sensibilidade e especificidade, a baixo custo. De todos os sistemas nanotecnolégicos, os que incluem
NPM tém adquirido grande relevancia em varios campos cientificos. As NPM apresentam propriedades
Oticas especificas dependentes do seu tamanho e sobretudo da sua morfologia que permitem a
exploragédo das interagbes biomoleculares com as NP, com vista a sua aplicagdo em diagnésticos

biomédicos 3.

4.1.1 Nanobiossensores colorimétricos de DNA

4.1.1.1 Nanoparticulas de ouro

Os coloides de ouro, sejam eles constituidos por AuNP esféricas ou ndo esféricas possuem
geralmente cores bastante intensas. A alteracdo das suas caracteristicas fisicas proporciona-lhes
propriedades 6ticas especificas que suscitam elevado interesse biotecnoldgico, sobretudo as que séo
influenciadas pelo seu tamanho e forma (area de superficie) e pela distancia interparticula (fenémeno
de agregacgdo). Na origem fisica de tais propriedades encontra-se o fendbmeno de ressonancia
plasmonica de superficie localizado (LSPR) 4. Na figura 4.1 apresentam-se as principais diferengas

entre nanoesferas (AuNP) e nanoestrelas de ouro (AuNS).

Absorvancia

500 600 700 800 900 1000
Comprimento de onda / nm

a b

.L 50 rm 50 e .

Figura 4. 1 — Comparagao entre as AUNP usadas na preparagao dos nanobiossensores. Espetros UV-Vis e

-

respetivas imagens de TEM de nanoesferas — coloide vermelho (a) e nanoestrelas de ouro — coloide azul (b). b1

e b2 correspondem as duas LSPR das nanoestrelas, transversal e longitudinal, respetivamente.
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As solugbes coloidais de AuNP esféricas com didmetros de 13-18 nm apresentam no seu
espetro UV-Vis uma Unica banda LSPR caracteristica a 520 nm 2. As AuNP nao esféricas apresentam
normalmente mais do que uma banda plasmédnica, como é o caso das nanoestrelas de ouro (AuNS);
devido a sua anisotropia intrinseca, exibem duas bandas LSPR. A ressonancia plasmoénica de AuNS
resulta da hibridagédo da excitacéo coletiva dos eletrdes do nucleo da NP e de cada ponta individual da
NP. Nos respetivos espetros de extingao observam-se entdo duas bandas distintas, uma compreendida
entre os 700 e 800 nm (longitudinal) e uma mais fraca compreendida entre os 500 e 600 nm

(transversal) &-8.

A estabilidade das AuNP relativamente a fendmenos tais como agregacéo e adesao de NP é
dependente das forgas presentes a sua superficie. Estas forcas variam com as condig¢oes fisicas e
quimicas do meio em que se encontram. A agregacgao € o processo pelo qual duas ou mais NP se
aproximam até que a distancia interparticula seja tdo reduzida que leva a que estas se agrupem
(agregado) °. O termo “estabilidade” em AuNP representa a estabilidade cinética, e define-se assim
como a capacidade de NP coloidais permanecerem uniformemente distribuidas em solugao 0. Esta
propriedade pode ser alterada através da adigdo de substancia (eletrdlitos) que interajam fisica ou
quimicamente com cada uma das NP do sistema. De facto, as NP em suspenséo coloidal encontram-
se estabilizadas por uma camada de ides a superficie que mantém uma carga fixa e de valor absoluto,
promovendo a repulsio eletrostatica e mantendo-as afastadas (cineticamente estaveis). No entanto,
por adigdo de um eletrélito e consequente aumento de forga idnica no meio, a repulsao eletrostatica
entre as particulas é atenuada, e a suspenséo coloidal passa a ser cineticamente instavel, originando
a agregacgao. A agregacao das NP, por sua vez, provoca um alargamento da banda da LSPR devido
ao acoplamento das bandas plasmoénicas de todas as AuNP envolvidas, aumentando assim o
coeficiente de extingdo molar para comprimentos de onda mais elevados. Este
alargamento/deslocamento da banda esta associado uma alteracdo da cor das AuNP, no caso mais

comum (AuNP esféricas) de vermelho para azul 1% 1,

4.1.1.2 Nanossondas de ouro

Existe um interesse crescente em desenvolver técnicas de analise e detecdo de DNA por
imobilizagdo em suportes sdlidos, nas mais variadas areas da biotecnologia e em particular para a
detecdo de sequéncias especificas de DNA. As nanossondas de ouro sao a fusdo de duas tecnologias
1215 Por um lado, a sintese de AuNP, evidenciando todas as suas propriedades fisicas e oticas, do
outro a tecnologia de funcionalizagéo de superficies de ouro com oligonucleétidos tiolados, descrita por
Storhoff et al. A fusdo destas duas metodologias permite a utilizagcdo das NP em sistemas de detegao
de acidos nucleicos 6. Estes sistemas apresentam-se como uma alternativa aos métodos tradicionais
de hibridagdo em suportes sélidos, sem, contudo, recorrer a passos de lavagens ou a utilizagdo de

fluoréforos, se bem que apresentando por vezes uma sensibilidade mais baixa 17- 18,

Na preparagédo de conjugados de AuNPs com sondas de oligonucleétidos (nanossondas de
ouro), com vista a sua utilizagdo na detecao de sequéncia especificas de acidos nucleicos, Mirkin et al.

conjugaram pela primeira vez oligonucledtidos em cadeia simples (ssDNA) modificados com tidis, com
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AuNP na sequéncia de uma abordagem de "salt aging" '°. Neste processo, a concentracdo de NaCl
era gradualmente aumentada de modo neutralizar a adsorgao nao-especifica. A adicao de detergentes,
como o SDS, antes da adigao de sal surgiu para prevenir a agregagao das AuNP, sobretudo na
presenca de concentragdes elevadas de sal. A utilizagao de ultrassons por Storhoff et al. durante o
procedimento de "salt aging" surge com o objetivo de aumentar a densidade de oligonucledtidos a
superficie das AuNP, potenciando o empacotamento ordenado das sondas 2% 2!, ao mesmo tempo que

reduz o tempo de funcionalizagdo e melhora a reprodutibilidade.

4.1.1.3 Metodologia non-crosslinking

O desenvolvimento de sistemas para detegéo colorimétrica de DNA baseado no uso de AuNP
foi introduzido por Mirkin et al., tendo ficado conhecidos por serem baseados em processos de
reticulagdo (“crosslinking”) '° (figura 4.2A). Nesta abordagem eram utilizados dois tipos de
nanossondas complementares a regides adjacentes ao alvo de interesse, em que a AuNP se
encontrava ligada a extremidade 5’ de uma sequéncia e a 3’ na outra. Ao promover a hibridagdo dos
alvos com as nanossondas, promovia-se também a sua aproximagéo, resultando assim na alteracao

de cor da suspensio 19 2225,

Posteriormente, surgiram outras abordagens que recorriam apenas a uma nanossonda com
uma unica sequéncia de DNA. Neste caso, o fendmeno de agregacgao nao resultava da hibridagéo dos
alvos com a sonda, mas sim da indugdo do aumento da forga iénica do meio apds adi¢ao de eletrdlito,
designando-se este método por non-crosslinking (figura 4.2B). A hibridacdo de alvos com a
nanossonda aumenta a sua estabilidade, impedindo a sua agregagdo 2634, O método de non-
crosslinking tem sido desenvolvido de forma a aumentar a sensibilidade e especificidade, tendo ja sido
aplicado com sucesso na detegdo de mutagdes pontuais 27> 32, na caracterizagdo da expresséo génica
sem passos de transcrigdo reversa e/ou amplificagdo por PCR 34,
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Figura 4. 2 — Principios de detecao colorimétrica envolvidos em eventos de hibridagao de DNA. Mecanismo,
espetros UV-Vis e resultados colorimétricos em (A) métodos crosslinking '° e (B) métodos non-crosslinking 2.

Imagem adaptada da referéncia .

No presente capitulo serdo desenvolvidos dois biossensores colorimétricos segundo uma
metodologia non-crosslinking 26:37. O alvo de detecdo de ambos os biossensores sera o polimorfismo
de base unica C/T -13910 (rs4988235) responsavel pela condigdo genética da intolerancia a lactose.
O objetivo principal para além da dete¢do do SNP, sera comparar a influéncia do tipo de suporte sélido
usado, ou seja, o tipo de AuNP e identificar quais as vantagens em recorrer-se a NP ndo esféricas em
sistemas de detegao colorimétrica.
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4.2 Metodologia Experimental

4.2.1 Material e equipamentos

- Colunas lllustra NAP-5 Sephadex® G-25 DNA Grade (GE Healthcare)

- Filtros de seringa 0,20 ym — Membranas de Acetato de celulose (GVS)

- Espectrofotémetro UV-Visivel Varian Cary 50 Bio

- Centrifuga com arrefecimento K3 (Centurion Scientific)

- Centrifuga Eppendorf 5810R (Rotores: falcon F-34-6-38; eppendorf F-45-30-11)
- Microcentrifuga Galaxy MiniStar C1413-V230 (VWR)

- Potenciémetro Crison pH-meter BASIC 20+ com um elétrodo combinado de vidro Crison (5208)
- Agitador térmico Thermoblock TS-100 (Biosan)

- Vortex 2x3 (VELP Scientifica)

- Banho de Ultrasons (P. Selecta)

- Banho-maria digital, modelo 601/5 (Nahita)

- Equipamento horizontal para eletroforese em gel E1007-7 (Labnet)

- Fonte de energia PowerPac™ Basic (Bio-Rad)

- Célula de absorgao de quartzo “Supracil®” Ultra micro Hellma®, volume de 50 pL e passo 6tico de 10

mm
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4.2.1.1 Reagentes quimicos usados na preparacdo de solugées

Tabela 4. 1 — Reagentes quimicos utilizados e respetivos fabricantes

Reagente Fabricante
Ditiotreitol (DTT) — solugao 1 M Sigma-Aldrich
NaCl Scharlau
Sulfato de aménia (NH4)2SO4 Panreac
Fosfato de s6dio monobasico (NaH2P04.2H,0) Scharlau
Hidrogenofosfato dissédico (Na;HPO.) Sigma-Aldrich
Glicerol Sigma-Aldrich
Dodecil sulfato de sédio (SDS) Sigma-Aldrich
Etanol absoluto Carlo Erba
Acetato de Etilo Carlo Erba
Agarose ultrapura Invitrogen
Tris (base) Fluka

Acido acético (glacial) Riedel-de Haen
EDTA Merck

4.2.1.2 Oligonucleédtidos

Tabela 4. 2 — Sequéncias dos oligonucledtidos sintéticos desenhados para a funcionalizagdo das AuNP

Oligonucleétido  Sequéncia de nucleétidos

Fornecedor
sonda (5’-HS — 3)
LCT(G)-15 CTTTGAGGCCAGGGG
LCT(G)-20 GTTCCTTTGAGGCCAGGGG

STAB-Vida, Portugal
10A-LCT(G)-15 AAAAAAAAAACTTTGAGGCCAGGGG

10A-LCT(G)-20 AAAAAAAAAAGTTCCTTTGAGGCCAGGGG

Obs. Os oligonucleétidos foram modificados em laboratério pelo fabricante, através da adicdo de um grupo tiol (-

SH) na extremidade 5', através da reagéo com linker C6 (6 carbonos).

4.2.1.3 Amostras clinicas de DNA

Na seccéo 2.2.1.4 do capitulo 2 é referido o tipo de amostras de DNA selecionadas e nas
seccgdes de 2.2.2 a 2.2.6 inclusive, estdo descritos os procedimentos envolvidos no processamento das
amostras, nomeadamente desde a extragdo a amplificagdo; purificagédo, validagdo da reagdo de PCR
por eletroforese em gel de agarose e por fim, quantificacdo de DNA através de espetrofotometria de
UV-visivel. As amostras consistem em fragmentos com cerca de 345 bp de tamanho, relativas ao gene

LCT responsavel pela intolerancia a lactose.
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4.2.2 Procedimentos

4.2.1.1 Sintese e caracterizagao das nanoparticulas

Para efeito de posterior comparacdo, dois tipos de NP com morfologias distintas foram
sintetizados, nomeadamente nanoesferas de ouro cujo didmetro rondava os 15 nm (AuNP-15) e
nanoestrelas de ouro com cerca de 50 nm de distancia ponta-a-ponta (AuNS).

4.2.2.2 Preparacgao de solugées tampao

Na preparacao das solugbes tampao de fosfato de sédio, PBS, AGE | e AGE |l usou-se agua
Milli-Q recém obtida do sistema de agua ultrapura, sendo que adicionalmente foram esterilizadas com
um filtro de seringa com 0,20 ym e armazenadas no frio a 4 °C. Antes da sua utilizagao foram aquecidas

até a Tamb em banho maria.

FOSFATO DE SODIO 10 MM (TF) A solugcédo tampéao de fosfato de sddio (TF) foi bastante usada em
praticamente todos os procedimentos, nomeadamente na preparacédo de outras solugdes, tais como
nos tampdes AGE | e AGE I, na purificagdo dos oligonucledétidos, na preparagdo das Au-sondas e em
todos os ensaios decorrentes da hibridagcdo. A sua preparagéo baseou-se na mistura das solugdes de
Na:HPO4 e NaH2PO4 as concentragdes indicadas na tabela 4.3.

Tabela 4. 3 — Reagentes e concentragdes requeridas na preparagéo das solugdes tampao de fosfato de sédio, a
pH 7 e pH 8.

Concentragao / mM

Reagente

pH 7 pH 8
Na;HPO, 5,77 9,32
NaH:PO, 4,23 0,68

FOSFATO-SALINO 10 MM PH 7 (PBS) A solugédo PBS a pH 7 foi usada apenas na funcionalizagao das
AuNP-15 nm e preparada através da adigdo de NaCl a solugdo TF 10 mM pH 7, de forma a

concentragcdo de NaCl final ser de 0,1 M na solugédo PBS.

AGE | A solugao tampao AGE | foi usada na funcionalizagdo de ambas as AuNP (AuN-15 e AuNS) e
foi obtida através da dissolugdo de um tensioativo, o SDS numa solugéo de TF 10 mM pH 8, de modo

a que na solugédo AGE I, a concentragdo de SDS fosse de 2% (m/v).
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AGE Il A semelhanga da AGE |, esta solugéo tampao foi igualmente utilizada na funcionalizagéo das
AuNP; cuja preparacgao consistiu para além da dissolugdo de SDS a 0,01% numa solugédo TF 10 mM

pH 8, na adigdo de NaCl (o equivalente a 1,5 M).

TAE 20x A solugcédo tampéo TAE foi usada no procedimento da eletroforese em gel, nomeadamente
como solvente, usado na preparagao do gel (TAE 1x) e como solugao tampao para correr o gel (TAE
1/8x). Preparou-se uma solugdo de TAE 20x usando as trés solu¢des as concentragdes indicadas e

procedeu-se posteriormente, as respetivas dilui¢cdes.

Reagente Concentragao (TAE 20x)
Tris (base) 0,80 M
Acido acético glaciar 0,40 M
EDTA 20 mM

4.2.2.3 Preparagao dos oligonucleétidos

A sintese e purificacdo dos oligonucleétidos foi da responsabilidade da empresa STAB-Vida
Lda.. Depois da purificagao por HPLC, os oligonucleétidos foram liofilizados, de forma a garantir uma

maior seguranga quanto a degradagao por nucleases e uma maior estabilidade no transporte a Tamo.

A manipulagcédo dos oligonucledtidos exigiu uso de luvas para evitar contaminagdes. A sua
preparagao envolveu a dissolugao do produto liofilizado em 100 uL de uma solugdo de DTT 1 M, sendo
que a fungéo deste reagente foi quebrar as pontes dissulfureto (S-S) dos dimeros que se formam em
solucdo. Deixou-se incubar esta mistura por 1 hora a Tamb € de seguida adicionaram-se 900 uL de agua
sem nucleases, de modo a obter-se uma concentragao final de DTT de 0,1 M, deixando-se incubar por

mais 1 hora a Tamb. Por fim, armazenou-se no congelador a -20 °C.

4.2.2.4 Purificagcdo dos oligonucleétidos

Ainda que os oligonucleétidos tenham sido purificados imediatamente apdés a sintese, foi
necessario garantir um maior grau de pureza, pois uma vez que como vao interagir com AuNPs, através
da funcionalizagao da superficie destas, a estabilidade coloidal ndo pode ser comprometida. Como tal,
comegou por se efetuar uma extragdo organica com acetato de etilo, cuja fungdo é essencialmente
remover o DTT. Sucintamente, num eppendorf adicionou-se 1 volume de oligonucleétido dissolvido em
DTT a 2 volumes de acetato de etilo, de seguida agitou-se manualmente a mistura durante cerca de 1
minuto e centrifugou-se a 25 °C, durante 5 minutos a 14000 rpm (repetiu-se 3 vezes). Por fim, retirou-

se o0 eppendorf da centrifuga e a fase organica, que se encontrava em cima, foi descartada.

Entretanto, os restantes contaminantes (solventes e EDTA) provenientes da sintese foram
removidos recorrendo-se a colunas NAP-5 Sephadex® G-25, especificas para moléculas de DNA.

Usou-se a solugdo TF 10 mM pH 8 como eluente, para lavar e equilibrar a coluna, assim como na
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extragdo do oligonucleétido. De acordo, com as recomendagdes do produto 3, p. ex. para 250 L de
oligonucledtido colocados na coluna, adicionaram-se 250 pL de solugédo TF 10 mM pH 8 e deixou-se
que toda a solugéo atravessasse a coluna, descartando-a até a coluna ficar seca. A fragao que continha
o oligonucleotido foi eluida apds a adigdo de 700 pL de solugdo TF 10 mM pH 8. Depois de purificado,
a sua concentragao foi calculada espetrofotometricamente (Nanodrop) através da medicdo da
densidade 6tica a 260 nm, atendendo ao respetivo coeficiente de extingado para dsDNA [33 (ng/ul)'cm-
1], assim como, simultaneamente a eficacia da purificagdo avaliada com base nos valores dos racios
Abs260/AbS2s0 € AbS260/AbS230.

4.2.2.5 Preparacao das nanossondas de ouro

As nanossondas foram preparadas através da funcionalizagdo das AuNP sintetizadas com os
oligonucleétidos sonda listados na tabela 4.2. Para o efeito fez-se algumas adaptagbes ao método
descrito por Hurst et al. 2'. Este método baseia-se na combinagdo de um processo de “salt aging”
(aumento gradual da concentracao de sal em solugao) com o do poder dos ultrassons, promovendo em
simultdneo, um empacotamento mais eficaz de oligonucleétidos a superficie das AuNP. Apresenta-se
seguidamente a preparagdo de “nanossondas-15" e “nanossondas-S”, que se referem a

funcionalizagcdo das AuNP-15 e AuNS, respetivamente com oligonucleétidos tiolados.

4.2.2.5.1 Preparacao das “nanossondas-15”

Depois de purificado, a concentragdo de oligonucledtido foi determinada
espetrofotometricamente, bem como a da solugdo de AuNP-15. Calculou-se o volume de AuNP-15
necessario para a funcionalizagdo com os diferentes (4) oligonucleétidos, assumindo a razao
[oligonucledtido])/[AuNP-15] de 200. Antes de se dar inicio a preparagdo das nanossondas, retiram-se

do frio (4 °C) as solugdes a usar e colocaram-se as no banho a 25 °C.

Genericamente, o protocolo consistiu na adicdo de 700 pL de oligonucleétido ao volume de
AuNP medido previamente para um tubo cénico de 15 mL, tendo-se misturado e homogeneizado
cuidadosamente com a ajuda da micropipeta; deixou-se repousar durante 2 horas ao abrigo da luz.
Passado esse periodo, deu-se inicio as adigbes das solugdes tampao AGE | e AGE Il. Comegou por
se adicionar AGE |, até a solugdo alcancar uma concentracéao final de 0,01 % em SDS; inseriu-se o
tubo num banho de ultrassons durante 10 segundos e deixou-se repousar a Tamp por 20 minutos.
Entretanto, com o intuito de aumentar lentamente a forga idnica da solugéo, passou-se a adicionar AGE
I, reforcando a concentragdo de NaCl até alcangar um maximo de 0,3 M. Foram efetuadas mais 4
adigbes, nas quais se impbs um aumento gradual da concentragao de NaCl (0,05; 0,1; 0,2; 0,3 M). A
cada adigao, o tubo foi submetido a ultrassons durante 10 segundos, deixando-se a repousar a Tamb
por 20 minutos. Terminado o processo de “salt-aging”, reservou-se o tubo ao abrigo da luz e & Tamb por

um periodo de cerca de 16 horas. Finalmente, distribuiu-se o conteudo para eppendorfs de fundo conico

3 lllustra NAP-5 Column 17-0853-01/17-0853-02 (consulta do protocolo)
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de 1,5 mL e centrifugaram-se por 20 minutos a 13000 rpm a Tamb. Removeu-se cuidadosamente o
sobrenadante (contendo oligonucleétidos nao adsorvidos) e redispersou-se o residuo com solugédo TF
10 mM pH 8. Repetiu-se este procedimento de lavagem 2 vezes com esta solugdo tampao, sendo que
na ultima se usou a solugédo PBS e depois da centrifugagao, ressuspendeu-se o residuo em 500 uL da
mesma solugédo tampao. Depois das lavagens, a solugéo de nanossonda estava preparada e no caso

de nao ser utilizada de imediato, era armazenada ao abrigo do ar e da luz, a 4 °C.

4.2.2.5.2 Preparagao das “nanossondas-S”

Prepararam-se nanossondas-S com diferentes razdes [oligonucleétido])/[AuNS] de 150; 175;
200; 225; 250, 275 e 300.

O procedimento adotado foi 0 mesmo que o acima descrito, a exceg¢ao de trés aspetos que
tiveram de ser considerados: i) apds a adigao das solugbes tampao e do periodo de repouso de 16
horas, as AuNS depositam-se no fundo do tubo. Embora & primeira vista aparentem estar agregadas,
a cuidadosa remogao do sobrenadante e posterior ressuspensao em TF 10 mM pH 8 devolve-lhes a
estabilidade coloidal. ii) a velocidade das centrifuga¢des aplicada foi sempre inferior, cerca de 11000
rpm. Ambas as excegdes i) e ii) devem-se ao facto das AUNS serem maiores e mais densas do que as
AuNP-15 nm e por fim, iii) a tltima lavagem em vez de se utilizar PBS, optou-se pelo TF 10 mM pH 8,

dado que as AuNS em contacto prolongado com halogenetos sofrem alteragdes morfolédgicas.

4.2.2.6 Otimizagao da razao [oligonucleétido]/[AuNP]
4.2.2.6.1 Nanossondas-15

A escolha do valor da razao [oligonucle6tido]/[AuNP-15] usado na secgéo anterior foi devido ao
facto de estar referido na literatura 3* como o indicado para a funcionalizagdo de AuNP com
caracteristicas similares. No entanto, no decurso do trabalho devido a dificuldades na indugdo da
agregacao durante o ensaio, testaram-se mais duas razdes 100 e 150, tendo-se caracterizado

espetrofotometricamente as nanossondas formadas.

4.2.2.6.2 Nanossondas-S

Para além da caracterizagédo espetrofotométrica, recorreu-se adicionalmente a eletroforese em
gel de agarose com o objetivo de averiguar qual o razao [oligonucleétido])/[AuNS] a ser aplicado nos

ensaios de detecdo. Testaram-se a seguinte gama de razdes 0, 150, 175, 200, 225, 250, 275 e 300.

Sucintamente, preparou-se um gel de agarose a concentracdo de 0,5% (m/v), através da
dissolugéo a quente de 0,22 g de agarose em 45 mL da solugédo tampé&o de TAE 1/8x. Depois de morno,
verteu-se a mistura para um molde com um pente de 8 pogos e deixou-se arrefecer. Depois do gel (7x7
cm) estar solidificado, colocou-se 0 mesmo na tina horizontal do dispositivo da eletroforese e verteu-se

solugao tampéao TAE 1/8x até tapar toda a sua superficie.
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Na preparagao das amostras, para além do volume de AuNS/nanossonda-S (a concentragéo de
2,5 — 3 nM) foi necessario colocar um elemento que facilitasse o carregamento das amostras nos pogos
do gel, aumentando a densidade das mesmas. Assim, aos 36 yL de AuNS/nanossonda-S foram
misturados cuidadosamente com ajuda da micropipeta, 4 uL de glicerol, perfazendo um volume total
de amostra de 40 pL. Visto que a concentragao usada as amostras apresentavam coloragao azul, nao
foi necessaria a adigdo de qualquer indicador do progresso eletroforético. Para a migragéo, aplicou-se

um potencial de 150 V e permitiu-se que as amostras corressem durante 20 minutos.

4.2.2.7 Estimativa da concentragao das nanossondas

Ao contrario das AuNP, a concentragao da nanossondas nao pbéde ser determinada através do
método de Haiss et al., uma vez que esta abordagem é valida apenas para AuNP n&o funcionalizadas.
Como tal, estimou-se o valor aproximado da concentragdo com base no volume de AuNP (AuNP-15 ou
AuNS) usado no processo de funcionalizagido, considerando que o volume de solugdo final, apés a
adigdo dos restantes reagentes (oligonucleétido, solugdes tampéo) compensa a perda de nanossonda

nas lavagens por centrifugacdo. Na ultima lavagem, as nanossondas foram concentradas cerca de x3.

4.2.2.8 Estabilidade coloidal das AuNP e das nanossondas

O estudo comparativo da estabilidade coloidal das AuNP antes e depois da funcionalizagdo
com DNA, isto é, da formagdo das nanossondas, foi efetuado através da caracterizagédo
espetrofotométrica destas na presenca de sais. Este estudo serviu para determinar a concentragao
minima necessaria de sal para induzir a agregagao das nanossondas, a qual sera aplicada nos ensaios

colorimétricos de detecéo (definigdo das condigbes do ensaio “branco”).

Para o efeito, efetuaram-se quatro ensaios (1: AuNP-15; 2: nanossonda-15; 3: AuNS e 4:
nanossonda-S) com diferentes sais; nos que envolviam o uso de AuNP-15 a estabilidade foi avaliada
através da variagéo da concentragao de NaCl, sendo que nos ensaios com AuNS usou-se 0 (NH4)2SOq.
Resumidamente, para cada ensaio foram preparadas cerca de 10 aliquotas cujo volume final foi de 70
uL. Antes de se dar inicio a preparagdo dos ensaios, retiram-se do frio (4 °C) as solugbes a usar e
colocaram-se as no banho a 25 °C. Pela seguinte ordem e a 25 °C, adicionou-se um volume variavel
de solucao de TF 10 mM pH 8, usado para perfazer o volume final a 70 pL; 10 uL de solugao coloidal
de AuNP ou Au-sondas, de modo a obter-se a concentragao final de 2,5 — 3 nM; um volume variavel
de solucdao de NaCl ou (NH4)2S04, a concentragdo de 5 M, usado para obter o gradiente de
concentracédo (0,025; 0,05; 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,5; 2; 2,5; 3). Depois de homogeneizada a mistura
com a ajuda da micropipeta, esperou-se 15 minutos e tragou-se o espetro de UV-Vis a 25 °C.

4.2.2.9 Ensaios colorimétricos com base em método non-crosslinking

O método colorimétrico que se pretende desenvolver é baseado num sistema non-crosslinking

descrito por Baptista et al. 39, que prevé a discriminagao de estados de agregacgado de nanossondas. Na
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presenca de alvo complementar as nanossondas hibridam, permanecendo uniformemente dispersas
em solugédo, traduzindo-se na cor vermelha do coloide original (resultado positivo); na auséncia de alvo
complementar as nanossondas agregam, traduzindo-se numa mudanca visivel de cor de vermelho para

azul (resultado negativo).

Este método sera primeiramente aplicado a AuNP-15 para as quatro sondas da intolerancia a
lactose listadas na tabela 4.2 e s6 depois extrapolado para AuNS para a sonda que demonstrar maior
eficiéncia na detegao do SNP C/T -13910. As condicbes relativas a cada ensaio sdo as mesmas para

ambas as nanossondas.

4.2.2.9.1 Detegao do SNP C/T -13910 em amostras clinicas (produtos de PCR)

Os ensaios consistiram na adigédo de trés solugdes pela seguinte ordem: TF 10 mM pH 8, Au-
sonda e DNA alvo (produto de PCR). A concentragdo de nanossondas foi fixada nos 2,5 - 3 nM e fez-
se variar a concentragdo de dsDNA alvo entre 1,5 e 45 ng/ulL, determinada por espectrofotometria
NanoDrop para evitar perda de amostra. Os eppendorfs contendo as amostras de dsDNA foram
agitados em vortex e sujeitos a uma rotagao para garantir que nenhuma amostra ficasse nas paredes
do mesmo. De seguida, foram colocados no termoagitador a 90 °C durante 10 minutos, de modo a
promover a desnaturagao das cadeias duplas de DNA. Ainda no termoagitador, esperou-se mais 10
minutos a 4 °C para que a mistura arrefecesse e simultaneamente se desse inicio a hibridagdo das
cadeias simples existentes em solugdo com a nanossonda. Avaliou-se a hibridagao através da adi¢cao
de um determinado volume de NaCl 5 M, nos ensaios com as nanossondas-15 ou de (NH4)2S04 5 M,
nos ensaios com as nanossondas-S. O volume adicionado era correspondente a concentragdo minima
necessaria para a indugao de agregacgao. Aguardaram-se 15 minutos apés a adi¢cédo e tragou-se os
espetros UV-Vis numa gama de comprimentos de onda de 300-800 nm para as hanossondas-15 e 400-

1000 nm para as nanossondas-S. Todos os ensaios foram efetuados em triplicado.

4.2.2.9.2 Cinética do ensaio de dete¢do do SNP

A cinética de agregacéo da nanossonda na presenga dos alvos de DNA envolvidos no ensaio
de detegcdo do SNP C/T -13910 foi analisada espetrofotometricamente através da avaliagdo da
velocidade da agregacdo para a concentragdo de DNA alvo mais promissora com (NH4)2SO4. O
procedimento de preparagado de cada ensaio foi semelhante ao da secgéo anterior, a excec¢ao do tipo
de medicéo. No anterior procedeu-se a uma simples leitura da absorvancia num determinado instante;
aqui como se trata da analise da cinética colorimétrica, a alteragdo da cor da solugéo sera avaliada ao
longo do tempo, através do deslocamento da banda LSPR desde a forma estavel até a sua forma
agregada. Mediu-se o valor da absorvancia a 750 nm e a 820 nm a cada 90 segundos, durante 15

minutos.

130



4.3 Resultados e Discussao

NANOSSENSOR COLORIMETRICO DE DNA USANDO NANOPARTICULAS
ESFERICAS DE OURO

4.3.1 Sintese e caracterizagdo das AuNP-15

Os resultados relativos a sintese e caracterizagdo das AuNP-15 foram discutidos no capitulo

3, concretamente na secgao 3.3.2.1.

4.3.2 Avaliagdo da estabilidade coloidal aplicada ao sistema colorimétrico

A alteragdo das caracteristicas superficiais das AuNP tem consequéncias diretas na sua
estabilidade coloidal, traduzindo-se num aumento dessa estabilidade quando se efetua a
funcionalizagdo com oligonucleétidos tiolados e num decréscimo de estabilidade na presenga de
eletrélitos. Este € um dos fatores mais relevantes que fazem das AuNP excelentes biossensores
colorimétricos, sendo que através do controlo da sua estabilidade é possivel aplica-las na detegéo de
eventos de hibridacdo de DNA. Nos ensaios colorimétricos que se pretende desenvolver, recorreu-se
a inducéo da agregacao das nanossondas (constituidas por AuNP) por adi¢cdo de sal, resultando no
deslocamento da banda LSPR para comprimentos de onda superiores. Este deslocamento é
dependente da concentragao de sal, portanto para uma posterior comparagéo das diferentes medigdes
€ necessaria a normalizagao de cada espectro, eliminando a dependéncia da intensidade do espectro.
Neste contexto definiu-se um parametro indicador da agregac¢ao que permitisse avaliar o efeito do sal
em cada espetro, sendo este correspondente a razdo de absorvancias entre a banda LSPR relativo as
NP na forma estavel e a banda correspondente a forma agregada, definido por R(Abs):

R(Ab _ Abs A forma estéavel
( S) a Abs A forma agregada

Visto que cada nanossonda sintetizada apresenta caracteristicas espectroscépicas unicas, &
necessario verificar qual o comprimento de onda a que ocorre o maximo de absorvancia de ambos os
estados das AuNP. Como nao se dispde de valores de absortividade molar para cada espécie, esta
razdo corresponde, de forma empirica, a razdo entre a populagdo de AuNP estaveis e agregadas.
Através da razdo dos valores de absorvancia, ndo sao comparados valores absolutos, mas sim a
proporgao relativa que cada um destes valores apresenta no espectro. Esta normalizagéo permite ainda
uma simplificagcdo da analise dos resultados, baseada na cor. Considerando-se assim que para
R(Abs)<1 significa que o valor de absorvancia da espécie agregada é superior ao valor de absorvancia
da espécie ndo agregada, traduzindo-se num coloide de cor azul (teste negativo). Para R(Abs)>1,1

significa que o valor de absorvancia da espécie estavel é superior ao valor de absorvancia da espécie
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agregada, traduzindo-se num coloide de cor vermelha (teste positivo). Uma vez que se pretende o
desenvolvimento de um teste de diagndstico, reservaram-se os valores 1 < R(Abs) < 1,1, sendo que
esta gama de absorvancias apresenta uma baixa diferenciagdo colorimétrica entre as espécies
presentes na amostra testada (coloide de cor roxa). Podem recair sobre esta zona, testes em que a
amostra se encontra abaixo do limite de dete¢ao do sistema, ou amostras que contenham substancias

que possam interferir com o resultado (p. ex. contaminantes provenientes do PCR).

4.3.3 Desenho das nanossondas e do ensaio colorimétrico

Foram desenhadas quatro sondas (figura 4.3) com sequéncias derivadas do gene LCT numa
determinada zona onde esta localizado o polimorfismo de base Unica (SNP) C/T na posigao -13910

responsavel pela IL, ou seja, pela incapacidade de produgéo da lactase.

Todas as sondas apresentavam sequéncias apropriadas para a dete¢do do SNP num
fragmento do gene LCT resultante da reagcdo de PCR (Capitulo 2). O nucleétido responsavel pela
detecdo foi estrategicamente posicionado na extremidade -3’, uma vez que conforme a literatura,
promovia uma melhor e mais especifica discriminagdo das sequéncias '7°. As sondas eram
complementares ao gene “wild-type”, o qual na posi¢ao -13910 possui uma citosina (C) e por isso
apresentavam todas uma guanina (G) na sai extremidade 3’. As diferengas entre as sondas incidiam
essencialmente no tamanho das sequéncias 15, 20, 25 e 30 bp, respetivamente, sendo que as duas
ultimas tém a particularidade de, para além da sequéncia especifica, apresentarem 10 adeninas na
extremidade -5’ logo a seguir ao grupo tiol (figura 4.3). A inser¢cdo desta sequéncia poli-A surge de
modo a contrariar um possivel impedimento estérico, dada a proximidade entre os oligonucleétidos ao

redor da superficie da AuNP.

(Mo VLR 5-CCCTTTCGTACT...GAGAGTTCCTTTGAGGCCAGGGECTACATTATCTTATCTGTATTG... AACTACCAC-3'

@-sH-CTTTGAGGCCAGG

@ -sH-GTTCCTTTGAGGCCAGG

@ -SH-AAAAAAAAAACTTTGAGGCCAGG

@ -SH-AAAAAAAAAAGTTCCTTTGAGGCCAGG

O 0 @ 6

Figura 4. 3 — Desenho das sondas e do ensaio colorimétrico aplicado as AuNP-15. Representagcdo de uma
sequéncia incompleta do fragmento do gene LCT “wild-type” no sentido forward, com destaque para a regido onde

esta localizado o SNP C/T na posi¢éo -13910.

Relativamente aos ensaios colorimétricos, as nanossondas (AuNP + oligonucleétido)
representadas na figura irao hibridar com fragmentos LCT “wild-type” e com SNP com cerca de 345 bp,
resultantes da amplificacdo de amostras clinicas cujo gendtipo era previamente conhecido por
sequenciacdo de Sanger. Depois de selecionadas as amostras, apenas se usaram as relativas a

pacientes que possuiam homozigotia, ou seja, CC ou TT.
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4.3.4 Formacgao e caracterizagao das nanossondas esféricas (nanossondas-15)

A funcionalizacdo de AuNP-15 processou-se através da substituicao dos ides citrato presentes
a superficie pelas diferentes sondas LCT tioladas. A excegdo do decréscimo registado no valor da
absorvancia, relativo provavelmente a perda de algumas nanossondas nas lavagens por centrifugagao,
a alteragdo de revestimentos, de um modo geral, ndo provocou alteragdes relevantes ao nivel do

espetro de UV-vis (figura 4.4A).
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Figura 4. 4 — Formagao das nanossondas esféricas. Espetros UV-Vis das AuNP-15 apds a sintese, revestidas
com ides citrato (linha a vermelho) e apds a funcionalizagdo com moléculas de DNA — oligonucleétidos tiolados
(linha a azul). Destaque para os méaximos de absorvancia, onde Amax (LSPR vermelho) = 520 nm e Amax (LSPR azul)

=526 nm.

Porém, numa analise mais detalhada (imagem em destaque), percebe-se que a banda LSPR
caracteristica das AuNP-15 situada a 520 nm, sofreu um pequeno deslocamento para o vermelho. Apds
a formacédo da nanossonda, a LSPR desviou cerca de 5-6 nm, apresentando assim um maximo de

absorvancia da LSPR a 526 nm.

Estes deslocamentos revelaram estar em conformidade com o tamanho dos oligonucleétidos
(15, 20, 25 e 30 bp), que consequentemente parecem conduzir a um aumento de volume da AuNP

detetado pelo espetrofotometro, como se pode constatar na figura 4.5A.
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Razao [sonda]/[AuNP]
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Figura 4. 5 — Formacgao das nanossondas esféricas. Espetros UV-Vis das nanossondas (A) a razdo de 200, nas
quais se fez variar a sonda (as sondas representadas a vermelho partilham a mesma sequéncia especifica, bem
como a azul, diferindo entre elas a presenga de sequéncia poli-A; (B) nas quais se fez variar a razdo [sonda)/[AuNP]

usando a LCT-20.

Registou-se assim um desvio regular de cerca de 2-3 nm, a cada 5 bp que cada sonda continha
adicionalmente (destaque na figura 4.5A para as sondas de 15 e 20 bp). Estas sondas modificadas
alteraram as caracteristicas da superficie das AuNP, conferindo-lhes maior estabilidade relativamente
a forga ionica. Este aspeto foi de facto confirmado ao ponto de, apds a formagéo das nanossondas a
razdo de 200 oligonucledtidos por AuNP, ter-se verificado que a indugdo da agregacao por aumento da
forga ionica era praticamente impossivel, mesmo para valores de concentragdo de NaCl superiores a
2,5 M, inviabilizando a sua utilizagdo num ensaio colorimétrico. Face ao sucedido, optou-se por preparar
novas nanossondas usando razdes [sonda]/[AuNP] inferiores (100 e 150), cujo resultado da sua

caracterizagao espetrofotométrica esta representado na figura 4.5B.

A formagéo das nanossondas a razdes mais baixas foi uma vez mais bem-sucedida, embora
para a razao [sonda]/[AuNP-15] de 100, se tenha observado com o tempo, um ligeiro escurecimento
do coloide e alguma precipitagdo no fundo de cada eppendorf. Estas evidéncias fizeram levantar a
suspeita de que a superficie das AuNP-15 nao estaria totalmente estabilizada, isto &, revestida com
oligonucledtidos e, dada a concentragdo de eletrélitos (NaCl) que foram usados no processo de
funcionalizagdo, possivelmente estariam a provocar uma progressiva agregagdo das AuNP-15. Em
contrapartida, a nanossonda com razdes 150 apresentava um espetro muito semelhante ao obtido para
a razéo 200, ambas as solugbes mantinham a cor vermelha caracteristica, ainda que nesta ultima a
densidade de moléculas de DNA fosse superior. Nos ensaios de hibridagdo optou-se entéo por utilizar

as nanossondas a razao de 150.
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4.3.5 Estabilidade da nanossonda em fungdo da forga ionica e determinagdo da concentragido

minima de sal para a indugao da agregagao

O estudo prévio da estabilidade das AuNP-15 que deram origem as nanossondas esféricas foi
elaborado apenas como mais uma forma de confirmagao da funcionalizagdo. Assim, e em consonancia
com os dados da literatura, concluiu-se que na auséncia de sal, os coloides de AuNP-15 apresentavam-
se estaveis (solugdo vermelha), no entanto na presenca de concentragbes crescentes de NaCl, o
coloide sofria alteragbes abruptas de cor, demonstrando agregacgéo (solugdo azul) a concentragdes
muito baixas. Este fenomeno pode ser confirmado visualmente através da figura 4.6A, bem como
espetrofotometricamente na figura 4.6D, onde se deteta que logo a concentragdo de 0,1 M de NaCl,

os valores de R(Abs) ja eram inferiores a unidade.
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Figura 4. 6 — Estabilidade das AuNP-15 e das nanossondas-15 na presenca de NaCl. Alteragao visivel a “olho
nu” da cor dos coloides de AuNP-15 (A) e das respetivas nanossondas (B), ambas na presenc¢a de um gradiente
crescente de NaCl. (C) Analise espetrofotométrica das nanossondas representadas em B. (D) Comparagéo da
estabilidade coloidal entre AUNP e nanossondas, atendendo a razdo de absorvancias entre a absorvancia da LSPR

na forma estavel (A= 526 nm) e na forma agregada (A= 575 nm).

Por outro lado, apds a formagéo das nanossondas a razdo de 150 sondas por AuNP, confirmou-
se que os oligonucledtidos tiolados conferem de facto, um aumento significativo da estabilidade as
AuNP. Prova disso foi a visivel manutengéo da cor vermelha das nanossondas em quase toda a gama
de concentragdes de NaCl (figura 4.6B). Simultaneamente a nivel espetrofotométrico (figura 4.6C), o
deslocamento/alargamento da banda LSPR s6 se manifestou para valores de concentracdo de sal
superiores a 1 M, pelo que até este valor a R(Abs)>1, indicando que a maioria das nanossondas
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permaneceram estabilizadas. As nanossondas consideraram-se agregadas, segundo os valores de
R(Abs) apenas a partir dos 2 M, tendo-se definido este valor de concentragdo de NaCl, como
concentragdo minima para a indugao da agregacao das nanossondas. A caracterizagao colorimétrica
das restantes nanossondas a razdo de 150 foi efetuada utilizando o mesmo gradiente de concentragao
de NaCl. Na tabela 4.3 apresentam-se os valores relativos a concentragdo minima de sal necessaria a

inducao de agregacéo de cada nanossonda.

Tabela 4. 4 — Valores da concentracdo de NaCl minima necessaria para a indugédo de agregacao de nanossondas

preparadas a razao de 150.

Nanossonda [NaCl]min para induzir agregacao /M

LCT-15 1,5
LCT-20 2
10A-LCT-15 2,5
10A-LCT-20 3

Apés a determinacgéo da concentragdo de NaCl minima necessaria para promover a agregagao
das nanossondas, verificou-se que a medida que o tamanho da sonda aumenta, ou seja, o nimero de
nucledtidos das respetivas sequéncias, a concentracdo de NaCl requerida para as desestabilizar,
aumenta na mesma proporgao. As nanossondas demonstram maior sensibilidade a forga idénica quando

a mesma razao de sondas por AuNP, estao revestidas por oligonucledétidos mais pequenos.

4.3.6 Eventos de hibridagao e detegdao do SNP (C/T -13910) com nanossondas-15

Depois de estudada a estabilidade das nanossondas-15, procedeu-se a caracterizagao da sua
capacidade de deteg¢do na presenca dos alvos homozigéticos (CC e TT) associados a IL, segundo o

metodo de non-cross-linking.

Cada ensaio consistiu na reagao de hibridagao de trés solugdes-teste: "Branco" que continha
apenas a nanossonda; "Complementar (CC)", a nanossonda e o dsDNA alvo complementar e "SNP

(TT)" a nanossonda e o dsDNA alvo que possuia o polimorfismo C/T -13910.

Depois da desnaturacgéo / hibridagao do dsDNA alvo e da posterior adicao de sal, esperava-se
que, passados 15 minutos as solugdes-teste "Branco" e “SNP (TT)” mudassem de cor, de vermelho
para azul e a “Complementar (CC)” preservasse a cor vermelha. Em determinados casos, estas
mudangas de cor eram visiveis a “olho nu”, contudo, foram sempre confirmadas através da aquisigao
de espectros visiveis, nos quais a banda LSPR passaria a absorver a cerca de 575 nm, com um
concomitante decréscimo da intensidade da ressonancia plasmonica original a 526 nm.

Com base nestes ensaios colorimétricos, pretendeu-se entdo averiguar qual das nanossondas-

15 (com 15 ou 20 nucleétidos, com ou sem sequéncia poli-A) promovia a discriminagdo mais eficiente
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dos alvos homozigéticos - produtos de PCR com cerca de 345 bp. A indugdo da agregagédo das
nanossondas a respetiva [NaCl]min necessaria, permitiu também selecionar consoante a amostra, qual
a sonda que originava uma alteragao “visivel” de cor. Em simultaneo, analisou-se numa vasta gama de
valores de concentragdo de DNA alvo, quais as que resultavam em respostas validas por parte do

biossensor.

Nas figuras 4.7 (LCT-15 /| 10A-LCT15) e 4.8 (LCT-20 /| 10A-LCT20) apresentam-se 0s
resultados dos ensaios, nomeadamente as razdées de absorvancia, R(Abs) obtidas para cada
nanossonda-15 na presencga de diferentes concentragdes de dsDNA (complementar ou SNP), cujos
valores variaram entre os 1,5 e os 45 ng/uL. Para além disso, de acordo com os critérios pré-
estabelecidos na secg¢ao 4.3.2, ou seja, através dos intervalos de R(Abs), foi possivel identificar no
fundo do préprio grafico, a coloracdo final do coloide. A solugao-teste “branco” de cada ensaio € Unica

para cada nanossonda e R(Abs) deve ser sempre inferior a 1 para ser considerado um ensaio valido.
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Figura 4. 7 — Ensaios colorimétricos das nanossondas-15 na presenga de um gradiente de concentragées
de DNA alvo. Nanossondas-15 preparadas com a sonda LCT-15 (A) e 10A-LCT-15 (B) a razéo [sonda]/[AuNP-
15] de 150. Eventos de hibridagdo na auséncia e presenga de produtos de PCR provenientes de amostras
homozigéticas, cujas sequéncias sdo complementares (CC) ou apresentam na posigao -13910 o SNP (TT). Gama
de valores de concentragdo de DNA alvo estudados compreendidos entre 1,5 e 45 ng/ul. Valores de R(Abs) para
0s ensaios com nanossonda a ~2,5 nM em TF pH=8. Indugédo de agregacéo através da adicdo de NaCla 1,5 M

(A) e 2,5 M (B). Leitura das absorvancias efetuada 15 minutos apds a adigéo de sal.

Ambas as nanossondas-15 representadas na figura 4.7 partilhavam uma sequéncia de 15
nucledtidos especifica ao alvo complementar (15/15 nucleétidos na LCT-15 e 15/25 na 10A-LCT-15)

pelo que na presenca do alvo com o SNP, apenas um nucledtido ndo era compativel (14/15 e 14/25).

De um modo geral, embora os resultados apresentados demonstrem diferengas entre o alvo
complementar e que tem o SNP, estes devem ser devidamente discutidos de acordo com as R(Abs),
pois face aos parametros estabelecidos, a diferenciagdo colorimétrica nao é suficientemente

significativa para obter um tipo detecéo visivel a “olho nu”.
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Em ambos os casos, as sequéncias aparentam ser demasiado curtas para que a hibridagao
ocorra de forma discriminada. Alias, independentemente da amostra, s6 a partir de concentragbes
acima dos 9 ng/uL, se comecou efetivamente a detetar hibridagcdo. Em contrapartida, para valores
acima dos 18 ng/uL, a concentragao de DNA alvo adicionada é tao elevada, que se traduz num reforgo
da estabilidade da AuNP, possivelmente por adsorcdo ndo especifica de moléculas de DNA. Em
sistemas de analise de DNA semelhantes, este comportamento € normal ja que existe um valor maximo
a partir do qual a superficie das nanossondas se apresenta saturada com alvos hibridados. Esta

estabilizagdo ocorre devido as interagdes eletrostaticas entre as cargas negativas dos grupos fosfato.

A sonda LCT-15 ndo promoveu discriminagdo dos alvos praticamente em toda a gama de
concentragdes estudada. No entanto, a presenga da sequéncia poli-A junto a superficie da AuNP na
sonda 710A-LCT-15 parece ter melhorado ligeiramente a detegéo, ao tornar a sequéncia especifica mais
disponivel para a hibridagdo, aumentando consequentemente a diferencia¢do entre os alvos. Ainda que
a detegdo nado fosse visivel “a olho nu”, espetrofotometricamente constatou-se que ambas as
nanossondas tém uma maior capacidade de resposta numa gama de concentragdes entre os 9-15

ng/uL, ja que a diferenca entre as R(Abs) entre amostras € maior.

Em contrapartida, nos ensaios com as nanossondas-15 cujas sequéncias possuiam 20
nucledtidos especificos ao alvo complementar (LCT-20 e 10A-LCT-20), os quais foram efetuados
exatamente sob as mesmas condigdes, a excecgao da forga idnica que teve de ser adequada a cada
uma das nanossondas (tabela 4.4) foram obtidos os resultados apresentados na figura 4.8.
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Figura 4. 8 — Ensaios colorimétricos das nanossondas-15 na presenca de um gradiente de concentracdes
de DNA alvo. Nanossondas-15 preparadas com a sonda LCT-20 (A) e 10A-LCT-20 (B) a raz&do [sonda]/[AuNP-
15] de 150. Eventos de hibridagdo na auséncia e presenga de produtos de PCR provenientes de amostras
homozigéticas, cujas sequéncias sdo complementares (CC) ou apresentam na posigao -13910 o SNP (TT). Gama
de valores de concentragdo de DNA alvo estudados compreendidos entre 1,5 e 45 ng/uL. Valores de R(Abs) para
0s ensaios com nanossonda a ~2,5 nM em TF pH=8. Indug&o de agregagao através da adicdo de NaCla 2 M (A)

e 3 M (B). Leitura das absorvancias efetuada 15 minutos apos a adi¢do de sal.

Embora os valores de R(Abs) obtidos nos ensaios com o alvo complementar nao difiram muito
entre as duas nanossondas-15 (LCT-20 e 10A-LCT-20), as maiores diferengas observam-se com o alvo
que contem o polimorfismo (TT). Concluiu-se desde logo que a sequéncia poli-A ndo introduziu
nenhuma vantagem no que diz respeito a discriminagédo, na medida em que as diferengas entre alvos
sdo pequenas. O que efetivamente contribuiu para tal, sdo mesmo os 20 nucleétidos da sequéncia
especifica. A diferenciacao de valores R(Abs) entre alvos é visivelmente superior para a nanossonda-

15 (LCT-20) numa gama de concentragdes situada entre os 9-18 ng/uL. Face as nanossondas-15
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anteriores (LCT-15e 10A-LCT-15), o facto de estas possuirem mais 5 nucleétidos complementares aos

alvos, parece representar um aspeto favoravel para a reagcao de hibridagao.

Ainda assim, a baixas concentra¢cdes de DNA alvo (1,5-6 ng/ulL) a percentagem de alvos
hibridados continuou reduzida, acabando por ocorrer a agregagédo de ambas as nanossondas e
consequentemente ndo ser possivel considerar as diferengas registadas entre as R(Abs). Contudo,
registou-se uma ligeira melhoria com a 710A-LCT-20 que pode estar relacionada com o facto de esta
possuir uma sequéncia de 10A e a curvatura da AuNP ser favoravel para que a sequéncia especifica
estivesse mais disponivel. A saturagdo de DNA alvo a superficie da nanossonda persistiu para valores
de concentragdo acima dos 21 ng/uL, inviabilizando de imediato a detecao, pois o excesso de DNA,
como foi dito anteriormente, acaba por estabilizar a NP impedindo que esta agregue. Deste modo,
embora se esperasse que a sonda 10A-LCT-20 fosse responsavel por uma discriminacao colorimétrica
mais diferenciada, foi mesmo a LCT-20 que deu origem a ensaios de detegdo do SNP visiveis a “olho
nu”. A gama de concentragdes de DNA alvo, sob a qual o sistema operou com maior eficiéncia foi

compreendida entre 9-15 ng/uL, corroborando os resultados obtidos com a sonda 710A-LCT-15.

Segundo os parémetros estabelecidos para que uma detecdo seja validada, os valores de
concentracdo a qual se alcangou a discriminagdo dos alvos foi de 12 e 15 ng/uL. Prova disso sdo as
cores exibidas pelas solucdes-teste a concentracdo de 12 ng/uL, confirmadas igualmente por

espetrofotometria representadas na figura 4.9
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Figura 4. 9 — Ensaio colorimétrico usando a nanossonda LCT-20. Espetros UV-Vis das solugbes-teste:
“Branco” (linha a azul), “Complementar” (linha a vermelho) e “SNP” (linha a roxo) medidos 15 minutos apds a
adicdo de NaCl 2M. Todas as solugdes-teste continham a nanossonda LCT-20 e as que continham amostras de
DNA alvo, estas encontravam-se a concentracao de 12 ng/uL. Respetivas fotografias das solugbes-teste, nas quais

se verifica a diferenga de cores (azul-vermelho-roxo).

A detecao colorimétrica das amostras de DNA apresentou agregacgéao diferencial suficiente para

que fosse possivel a distingdo dos respetivos alvos. Na presenca do alvo complementar, a sua
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hibridacao foi total relativamente a sequéncia LCT-20 da nanossonda (solu¢ao-teste “complementar”).
Esta situagcdo conduziu a uma estabilizagao “adicional” por parte do fragmento, ja que a partir de um
certo numero de moléculas de DNA a sua volta, a nanossonda foi capaz de resistir a forga iénica que
era imposta ao sistema e manter a sua estabilidade e cor vermelha caracteristicas (R(Abs)>1). Ja na
presenga do fragmento de 345 bp com o SNP, a hibridacdo decorreu de modo parcial (solugdo-teste
“SNP”); tal foi devido a existéncia do desemparelhamento de um par de bases na extremidade 5’ da
sequéncia LCT-20 (um unico polimorfismo: uma timina em vez de uma citosina), que criou um foco de
destabilizagdo da nanossonda, levando a diminuicdo das repulsdes eletrostaticas e por conseguinte a
agregacgao das nanossondas. No entanto, esta destabilizagdo revelou n&o ser suficiente para que a
nanossonda agregasse totalmente para valores R(Abs)<1. O teste “SNP” em termos de razdes de
absorvancia ficou situado no intervalo 1<R(Abs)<1,1 o que para efeitos de discriminagéo visual ndo é
totalmente esclarecedor. No entanto, os dados espetroscopicos ndo deixam duvidas, obteve-se a
concentracdo de 15 ng/uL uma diferenga maxima de valores entre a R(Abs) do teste “complementar” e
a R(Abs) do teste “SNP” de cerca de 0,18.

NANOBIOSSENSOR COLORIMETRICO DE DNA USANDO NANOPARTICULAS NAO ESFERICAS

4.3.7 Sintese e caracterizagdo das AuNS

No ambito do desenvolvimento de um biossensor colorimétrico mais sensivel, recorreu-se ao
uso de NP néo esféricas. Selecionaram-se as nanoestrelas de ouro (AuNS), sendo a sua caracterizagéao

discutida no capitulo 3, secgao 3.3.2.4.

4.3.8 Avaliacao da estabilidade coloidal aplicada ao sistema colorimétrico

Este novo sistema baseou-se no mesmo principio colorimétrico descrito anteriormente (secg¢ao
4.3.2), ou seja, na razdo de absorvancias entre a banda LSPR relativo as AuNP na forma estavel e a
banda correspondente a forma agregada, definido por R(Abs). Este pardmetro permitiu ndo s6 avaliar

o efeito do sal nas AuNS/nanossondas-S, como também revelar o resultado da detecgéo.

Todavia, como se tratava de um coloide cujas NP apresentavam caracteristicas morfoldgicas
totalmente diferentes das AuNP-15, previa-se que as suas propriedades 6ticas fossem igualmente
distintas. O coloide de AuNS na sua forma estavel apresentava a cor azul e, por conseguinte, duas
bandas LSPR que absorviam energia a dois comprimentos de onda distintos (550 e 746 nm). A banda
longitudinal centrada a 746 nm era a que manifestava maior influéncia na cor, uma vez que qualquer
alteragdo morfolégica (por exemplo, degradagéo das pontas das estrelas) ou quimica (alteragéo do RI)
era imediatamente detetada através do deslocamento desta banda plasmoénica. Foi com base nestes
dois aspetos que a utilizagdo do sal de NaCl para a indugédo da agregacéo destas AuNP foi posta em
causa. Numa primeira analise observou-se que a solugéo coloidal de AuNS (azul), na presenca de

concentragdes crescentes de NaCl sofria alteragdes drasticas de cor, de azul para vermelho, tendo-se

142



levantando a hip6tese que a morfologia das AuNP se poderia estar simultaneamente a modificar. Na

figura 4.10 apresentam-se as evidéncias que relacionam a alteragdo da morfologia com a cor das

YT
s

solugdes de AuNS.
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Figura 4. 10 — Influéncia do aumento da concentragao de NaCl na morfologia das AuNS. Imagens de TEM
representativas de 4 amostras de AuNS na presenca de diferentes concentragdes de NaCl (A) O M (B) 1 M (C) 2
M; (D) 3 M, nas quais é visivel a alteracdo da morfologia das AuNS por oxidagéo das extremidades pontiagudas

(A) até a sua transformagao em esferas (D); espetros UV-Vis relativos as solugdes coloidais A e D.

A suspeita da alteragdo da morfologia foi assim confirmada por TEM e por consulta da literatura,
excluiram-se também todos os eletrolitos que contivessem halogenetos. De facto, relatou-se que este

tipo de AuNS revestidas por PVP na presencga de CI- sofrem oxidacgdo, potenciada pelo Oz atmosférico.
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Esta reacao ocorre sobretudo ao nivel das extremidades das estrelas conduzindo a sua degradagéo.
A concentragdes altas de CI- (3 M) a reagao de oxidagao ocorre de forma tao extensa, que as AuNS
passam a esferas 38 (figura 4.10D). Espectrofotometricamente, a previsdo confirmou-se através do
deslocamento significativo da banda plasmonica para o azul, acompanhado do desaparecimento quase
total da banda plasmédnica longitudinal correspondente as pontas, passando a exibir apenas a

transversal, relativa ao nucleo (figura 4.10E).

Deste modo, recorreu-se ao (NH4)2SO4, um eletrélito de forga idnica superior ao NaCl, que nao
alterava a morfologia da AuNS, mas cumpria devidamente a sua fungéo de promover a agregagéo das
AuNS 3° (figura 4.11)
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Figura 4. 11 — Agregagao das AuNS com (NH4)2804. Espetros UV-Vis com LSPR longitudinal correspondente a
forma estavel, representada pela linha azul (Amax= 746 nm) a sofrer deslocamento para comprimentos de onda

superiores, correspondente a forma agregada, representada pela linha cinzenta (Amax = 810 nm).

Assim, de acordo com a razdo entre as absorvancias a 746 e 810 nm, considerou-se uma vez
mais que para R(Abs)<1 as AuNP/nanossondas se encontravam maioritariamente agregadas,
traduzindo-se num coloide praticamente incolor (teste negativo). Para R(Abs)>1,1 as
AuNP/nanossondas encontravam-se maioritariamente estabilizadas, traduzindo-se por sua vez num
coloide de cor azul (teste positivo). Para valores 1 < R(Abs) < 1,1, as absorvancias apresentam uma

baixa diferenciagdo colorimétrica entre as espécies presentes na amostra testada (coloide de cor cinza).

4.3.9 Formacao de nanossondas de nanoestrelas de ouro (nanossondas-S)

Antes de serem abordados os resultados relativos a formacdo das nanossondas-S, é
necessario salientar que embora se soubesse o efeito que o NaCl causava na morfologia das AuNS,
este foi usado no processo de salt aging, nomeadamente para promover a ligagao ordenada dos

oligonucledtidos a sua superficie metalica. Este aspeto nao foi alterado pois é sabido que assim que os
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oligonucledtidos entram em contacto com a AuNS, comecam imediatamente a adsorver a superficie
destas NP e ao fim de 2 horas a sua superficie estara a partida coberta e “protegida” da ag¢édo do sal

por parte das moléculas de ssDNA tioladas.

Inicialmente procedeu-se a funcionalizagao das AUNS com DNA em excesso, pelo que através
da figura 4.12, a qual representa o antes e depois da funcionalizagdo (acompanhada de salt aging com
NaCl), se confirma que quando as AuNS possuem um elevado numero de oligonucleétidos capaz de
as estabilizar, a oxidagéo das pontas por parte do NaCl, nas concentragdes usadas no processo de salt

aging, é completamente evitada.
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Figura 4. 12 — Formacado das nanossondas-S. Espetros UV-Vis do coloide de AuNS (linha vermelha) e da

nanossonda-S (linha azul), apés funcionalizagdo com (excesso) de sonda LCT-20 e seguida do processo de “salt

aging’.

A principal alteragdo decorrente da substituigdo do revestimento original (PVP) das AuNS pela
sonda LCT-20 foi o deslocamento de aproximadamente 6 nm da banda LSPR longitudinal. Embora ndo
muito pronunciado, este deslocamento deveu-se a presencga de oligonucleétidos em excesso, que ao

estabilizar a AUNS contrariou a alteragdo da sua morfologia.

No entanto, testou-se a formagdo das nanossondas com diferentes razdes (100, 150, 200, 250
e 300) de modo a perceber qual a razao minima necessaria para se obter uma nanossonda estavel
coloidal e morfologicamente. O resultado da funcionalizagao foi de novo avaliado por espetrofotometria
UV-Vis (figura 4.13).
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Figura 4. 13 — Formagao das nanossondas em forma de estrela. Espetros UV-Vis do coloide de AuNS (A) antes

da funcionalizagéo e (B) depois da funcionalizagdo usando diferentes razdes [oligonucleétido]/[AuNP].

A alteragéo de revestimento e subsequente aumento da forga idnica (até a concentragao de
0,3 M) inerente a todo o processo de funcionalizacdo, de um modo geral, parece nao ter provocado

alteracgdes relevantes ao nivel do espetro, uma vez que a banda longitudinal se mantém.

No entanto, por comparagao com o espetro UV-Vis das AuNS antes da funcionalizagao (figura
4.13A), o qual exibia a LSPR a 746 nm verifica-se nos espetros das nanossondas as razdes de 100 e
150 que ocorreram pequenos desvios para o azul, de cerca de 9 nm (ALspr = 737 nm) e 5 nm (ALspr =
741 nm), respetivamente. Muito provavelmente estes deslocamentos resultaram do facto de aquelas
razdes, o numero de oligonucledtidos nao ser suficiente para impedir que, ainda que de forma pouco
pronunciada, ocorresse a degradacao das pontas. A partir da razdo 200 parece haver uma estabilizagao
morfolégica e coloidal das nanossondas, que se mantém as restantes razbes (250 e 300).
Relativamente as AuNS, o deslocamento promovido apds a formagao das nanossondas a razdo de 200

é de cerca de 5 nm.

Ultrapassado o problema da estabilidade morfolégica na formagédo das nanossondas,
pretendeu-se otimizar a razéo [oligonucle6tido]/[AuNS] a ser aplicada nos ensaios de detegéo, ou seja,
qual o numero maximo de oligonucleétidos que uma AuNS consegue adsorver a sua superficie. Para
tal, recorreu-se a técnica de eletroforese em gel de agarose horizontal, sendo que se testaram razdes
compreendidas entre 175 até 300, com intervalos de 25 oligonucledétidos por cada nanossonda. Os

resultados relativos a analise do gel, bem como a fotografia do mesmo apresentam-se na figura 4.14.
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Figura 4. 14 — Anadlise electroforética da mobilidade das nanossondas a diferentes razdes
[oligonucleodtido]/[AuNS].

A utilizagdo desta técnica permitiu avaliar a migragdo das nanossondas ao longo do gel, de
acordo com a sua carga superficial e o tamanho da NP. Na auséncia de ssDNA, as AuNS possuiam
originalmente moléculas de PVP, constituidas por monémeros de carga neutra. Por outro lado, apés a
formacao das nanossondas e a medida que a razido de oligonucleétidos por AUNS era aumentada,
previa-se que a adicdo de cada biomolécula carregada negativamente fizesse aumentar a carga
superficial relativa da AuNS.

Aplicado o potencial, no primeiro pog¢o verifica-se que na auséncia de oligonucleétidos, dada a
carga neutra conferida pelo PVP, as AuNS ndo migraram e ficaram retidas no pogo. As nanossondas,
por sua vez, permaneceram estaveis e sua migragéao foi visivel (figura 4.14A). Através da adsorcdo de
moléculas de DNA, as AuNS foram adquirindo um maior numero de cargas negativas a sua volta,
fazendo com que estas se migrassem mais rapidamente na diregdo do elétrodo com carga oposta.
Observou-se, portanto, uma migragdo gradualmente mais lenta a medida que a razdo molar de
oligonucledtidos relativamente a AUNS aumentava, atingindo-se um patamar a razdo de 250 que se
manteve até a razdo 300 (figura 4.14B). Com base nos resultados obtidos constatou-se que a
aplicagcéo das nanossondas no gel de agarose foi bem-sucedida e que a razao [oligonucle6tido]/[AuNS]

a usar nos ensaios de detecao colorimétrica seria de 250.
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4.3.10 Estabilidade da nanossonda-S em fung¢ao da forga idnica e determinagao da concentragao

minima de sal para indugao da agregagao

O estudo da estabilidade das AuNS e da nanossonda-S foi efetuado em paralelo como meio

de validagao da formacao da nanossonda e determinagao da concentracdo minima de sal necessaria

para induzir a sua agregagao.

O aumento da forga idnica traduziu-se em alteragdes nas propriedades 6ticas das AuNS, sendo
que este fendmeno foi mais uma vez confirmado visualmente através da alteracdo de cores das
solugdes coloidais de AuNS e nanossonda-S na figura 4.15A e 4.15B, respetivamente. A cor das
solugcbes varia entre 0 azul quando esta se apresenta estavel e o cinza/auséncia de cor na forma
agregada. Analisou-se também estas solugdes por espetrofotometria UV-Vis e a partir desses dados
foi possivel determinar as absorvancias maximas registadas para a banda LSPR das nanossonda-S na
forma estavel (A = 746 nm) e a banda correspondente a forma agregada (A = 810 nm) e por fim, tracar

um grafico da razéo entre elas em fungéo da concentragao de (NH4)2SO4 apresentado na figura 4.10D.

Agregagao com (NH,);50a

05
H‘-‘ -9 L ‘ o

0.8 L
—0 —— AUNS
0,74 —005 ~fr— AuS-sonda
44
0,64 %’
10- IIl
& 059 D3l *
g £\
< 0,44 o | N
© |
o
2 03K K 21 \*
< = 8 \ o
0,2 L i ~4
1= = o i i —E.z;z-ﬁ-_‘-_—_v#-*
0,14 D
D.G T T T T T U T b T v T X T v T o T
400 500 600 700 800 900 1000 0.0 0,5 1,0 1.5 2,0 25
Comprimento de onda / nm [(NH4)2504] /' M

Figura 4. 15 — Estabilidade das AuNS e das nanossondas-S na presenca de (NH4)2SO4. Alteragao visivel a
‘olho nu” da cor dos coloides de AuNS (A) e das respetivas nanossondas formadas a razéo
[oligonucledtido]/[AuNS] de 250 (B), ambas na presenga de um gradiente crescente de (NH4)2SOa4. (C) Analise
espetrofotométrica das nanossondas, representadas em B. (D) Comparagao da estabilidade coloidal entre AUNS

e nanossondas, atendendo a razdo de absorvancias entre a absorvancia da LSPR na forma estavel (A= 746 nm)

e na forma agregada (A= 810 nm).
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Numa primeira analise verifica-se que contrariamente as AuNS, a nanossonda-S mantém a cor
azul a concentragdes mais baixas de (NH4)2SO4, mostrando resistir a agregagéo; sendo que as AuNS
a 0,25 M ja apresentam R(Abs) no limite dos valores para o qual se estabeleceu a agregagéo R(Abs)<1,

mantendo-se dessa forma para concentragdes mais elevadas de sal.

Através dos espetros da figura 4.15C, comprovou-se simultaneamente que o deslocamento e
alargamento da banda LSPR centrada inicialmente a 746 nm, s6 se manifestou para valores de
concentracdo de sal superiores a 1 M, pelo que até este valor a R(Abs)>1, indicando que a maioria das
nanossondas permaneceram estabilizadas. As nanossondas consideraram-se agregadas, segundo os
valores de R(Abs) apenas a partir dos 2 M, tendo-se definido este valor de concentragdo de (NH4)2SOs4,

como o valor minimo para induzir a agregagéo das nanossondas.

4.3.11 Eventos de hibridagao e dete¢cdo do SNP (C/T -13910) com a nanossonda-S

Decorrido o estudo da eficiéncia de funcionalizagdo das AuNS com a sonda LCT-20 e da
estabilidade da nanossonda, procedeu-se a caracterizagdo da capacidade de detecdo desta na
presenga dos mesmos alvos homozigéticos de DNA usados nos ensaios anteriores, segundo a

abordagem non-crosslinking.

A semelhanca da detecdo com as nanossondas esféricas, cada ensaio consistiu na reacdo de
hibridagcao de trés solugdes-teste: "Branco" que continha apenas a nanossonda, "Complementar
(CC)", a nanossonda e o dsDNA alvo complementar e "SNP (TT)" a nanossonda e o dsDNA alvo que
apresentava o polimorfismo de base Unica. Esperava-se que apés o periodo de hibridagao (posterior a
desnaturacdo) e adicdo de sal, passados 15 minutos, as solugcbes-teste "Branco" e “SNP (TT)”

perdessem a cor e a “Complementar” preservasse a cor azul.

Embora praticamente todos os ensaios de detegdo tenham sido observados “a olho nu”,
efetuou-se a confirmagdo dos resultados por espetrofotometria UV-Vis, nos quais a banda LSPR
longitudinal passou a absorver a cerca de 810 nm, observando-se simultaneamente um decréscimo da
intensidade da ressonancia plasménica a 746 nm. Os resultados apresentados na figura 4.16 dizem
respeito a razdo de absorvancia R(Abs) obtida para cada ensaio com a nanossonda-S na presencga de
diferentes concentragdes de DNA (alvo complementar ou SNP), cujos valores variaram entre os 1,5 e
0s 45 ng/uL. Para além disso, de acordo com os critérios pré-estabelecidos na sec¢ao 4.3.7, ou seja,
através do valor de R(Abs), é possivel identificar no gréfico a coloragao final do coloide, apds a reagao

de hibridacdo a adigdo da [(NH4)2SO4]min necessaria para induzir a agregacao.
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Figura 4. 16 — Ensaios colorimétricos da nanossonda-S na presenga de um gradiente de concentragdes de
DNA alvo. Nanossonda-S preparadas com a sonda LCT-20 a razao [oligonucleétido]/[AuUNS] de 250. Eventos de
hibridagdo na auséncia e presenca de produtos de PCR provenientes de amostras homozigéticas, cujas
sequéncias sdo complementares (CC) ou apresentam na posi¢do -13910 o polimorfismo C/T (TT). Gama de
valores de concentragao de DNA alvo estudados estavam compreendidos entre 1,5 e 45 ng/uL. Valores de R(Abs)
para os ensaios efetuados com nanossonda a ~2,5 nM em TF pH=8. Indugdo de agregacgéo alcangada através da

adicao de (NH4)2S04 a 2 M. Leitura das absorvancias efetuada 15 minutos apds a adi¢éo de sal.

Os resultados obtidos nos ensaios colorimétricos demonstraram que ambas as amostras de
DNA alvo hibridaram a nanossonda e que esta foi capaz de detetar o SNP em praticamente toda a
gama de concentragdes estudada. Os valores de concentracdo de DNA alvo, nos quais a detecdo é

colorimetricamente visivel a “olho nu”, tornando este biossensor eficaz na detegcdo do SNP C/T -13910

estavam compreendidas entre 6 e 18 ng/ulL.

A estas concentragbes, as solugdes-teste “Complementar (CC)” revelaram um resultado
positivo (R(Abs)>1), manifestando-se na estabilizagdo da nanossonda (cor azul) que ao hibridar com o
alvo, tornaram-na resistente a sua suposta agregagéo. Por outro lado, as solugéo-teste “SNP (TT)”
apresentam um resultado negativo (R(Abs)<1), demonstrando que a hibridagéo parcial da nanossonda
ao alvo, devido ao facto de na posicdo do SNP as suas bases ndao serem complementares, nao é

suficiente para impedir a agregagéo da nanossonda.

Embora a discriminagcao dos alvos fosse evidente para o intervalo de concentragbes acima
mencionado, a diferenciagdo de valores R(Abs) entre alvos foi mais elevada para 9 ng/uL. Como tal
sdo apresentados na figura 4.17, os espetros das solugdes-teste relativos a este ensaio, bem como as

cores das aliquotas resultantes, depois de decorrida a reagcéo de hibridagao e a adigdo de (NH4)2SOa.
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Figura 4. 17 — Ensaio colorimétrico usando a nanossonda LCT-20. Espetros UV-Vis das solugbes-teste:
“Branco” (linha continua cinzenta), “Complementar” (linha continua azul) e “SNP” (linha ponteada cinzenta)
medidos 15 minutos apds a adigéo de (NH4)2SO4 2M. Todas as solugdes-teste continham a nanossonda LCT-20
(~2,5 nM em solugao TF pH=8) e as que continham amostras de DNA alvo, estas encontravam-se a concentragao

de 9 ng/ulL. Fotografias relativas as solugdes-teste, nas quais se verifica a presenga/auséncia de cor.

A banda plasmonica longitudinal nos espetros das solugdes-teste “Branco” e “SNP (TT)”
sofreram ambas um deslocamento e alargamento muito pronunciado relativamente ao da solugéo-teste
“Complementar (CC)” que, apenas sofreu um desvio para o vermelho, muito provavelmente promovido
pela ligagdo de DNA alvo a superficie da nanossonda. Se por um lado, este ligeiro deslocamento pode
estar relacionado a um eventual aumento de tamanho da AuNS, detetado espetrofotometricamente
através de alguma dispersdo de luz; o desvio observado para as restantes solugdes-teste esta
relacionado com a destabilizac&o total do coloide de nanossondas. O aspeto mais interessante neste
ensaio colorimétrico, é precisamente o facto de a banda longitudinal das AuNS ser altamente sensivel
a alteragdes ao nivel da sua superficie e sobretudo a distancia interparticula. Assim, a medida que o
sal neutraliza as repulsdes electroestaticas existentes entre as nanossondas, levando as nanossondas
a aproximarem-se, 0 seu espetro modifica-se por completo. Neste caso, a agregagdo provocou o
deslocamento das bandas, ao ponto das respetivas solugbes (constituidas maioritariamente por
nanossondas-S agregadas) passarem a absorver na regido do IV. Esta situagcdo fez com que as
solugdes testes “Branco” e “SNP (TT)” deixassem de absorver na regiao visivel, e, por conseguinte, os

nossos olhos passassem a ser incapazes de visualizar a cor da solugao.

Esta abordagem representa assim, uma inovagéo para o ensaio, visto que o biossensor que se
pretende desenvolver visa a detecédo de dois alvos distintos, indicadores da presenga/auséncia de um
SNP. A resposta deixa de ser baseada na diferenga de cores (que envolve uma gama de cores
intermédias) e passa a ser vista como um sistema de resposta “sim / ndo” associado respetivamente,
a presenga ou auséncia de cor. Estes dados nao so6 vieram confirmar a capacidade e eficacia da sonda

LCT-20 na detegdo de um polimorfismo de base unica num fragmento de 345 bp, como corroborar a
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teoria de que as NP nao esféricas aplicadas a biossensores apresentam uma melhor resolugédo do que

NP esféricas em métodos de detegao.

4.3.12 Cinética do ensaio de dete¢dao do SNP (C/T -13910) com a nanossonda-S

Embora este ensaio colorimétrico envolvesse condigdes experimentais que compreendiam
periodos de reagéo de cerca de 15 minutos, apds a adigao de (NH4)2S04; como este era passivel de
ser acompanhado visualmente através da cor, verificou-se, durante esse mesmo periodo, que
inicialmente a agregacao era bastante brusca e que a determinada altura parecia estagnar, deixando
de se registar alteragdo da cor, ou melhor, coloragdo na solugdo. O desaparecimento da cor era
detetado antes dos 15 minutos terminarem, levantando-se a hipétese que o tempo de reagao do ensaio

pudesse ser de algum modo encurtado.

Por esta razéo, efetuaram-se novamente ensaios colorimétricos as mesmas condicdes e
concentragdes e simultaneamente estudou-se a cinética associada a indugdo da agregacao. Serao
apresentados apenas os resultados relativos ao ensaio mais promissor, ou seja, a concentragao de
DNA alvo cuja detegdo colorimétrica foi mais eficaz, sendo que a figura 4.18 representa o grafico da
razdo de absorvancias entre a banda LSPR relativo as nanossondas na forma estavel (A= 750 nm) e a

banda correspondente a forma agregada (A= 820 nm) em fungéo do tempo.
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Figura 4. 18 — Cinética do ensaio colorimétrico usando a nanossonda LCT-20. Representacao grafica da
R(Abs) entre a absorvancia a 750 nm e a 820 nm em fungao do tempo. Solugées-teste: “Branco” (linha preta),
“Complementar” (linha azul) e “SNP” (linha cinzenta). Aquisicdo das absorvancias para os dois comprimentos de
onda de 90 em 90 segundos durante 15 minutos, apos a adigdo de (NH4)2SO4 2M. Todas as solugdes-teste

continham a nanossonda LCT-20 (~2,5 nM em solugdo TF pH=8) e as que continham amostras de DNA alvo, estas

encontravam-se a concentragdo de 9 ng/uL. As barras de erro referem-se a 3 repeticdes de cada ensaio.

A anadlise do grafico apresentado em destaque veio confirmar a hipétese levantada
anteriormente, na medida em que de facto, o sal quando entra em contacto com o coloide provoca uma
diminuicdo das repulsdes eletrostaticas, conduzido a uma aproximagdo das nanossondas. Isto foi
confirmado logo ao fim dos primeiros 90 segundos, independentemente da solugido-teste (presenga ou

auséncia de DNA alvo), uma vez que se registou um decréscimo na no valor da razao de absorvancias.

No entanto, passado esse periodo o que se constatou foi que no caso da solugao-teste
“Complementar” as nanossondas pareciam estar estabilizadas o suficiente pelo DNA outrora hibridado
e o efeito do sal acabou por ndo se manifestar, ou pelo menos, nao de forma tao significativa como
ocorre para as restantes duas solugdes-teste; tendo a razdo de absorvancias mantido o seu valor
praticamente constante ao longo dos 15 minutos, assim como a cor azul, bastante semelhante a sua

cor inicial (=0 s)
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Ja nas solugbes-teste “Branco” e a “SNP (TT)” a razdo de absorvancias descem
consecutivamente, até atingirem um patamar a partir dos 540 segundos, mantendo ambas
sensivelmente as mesmas R(Abs) até ao fim da reagéo.

Este estudo cinético surgiu assim, para elucidar que nao sdo necessarios 15 minutos (900 s)
para se detetar o SNP C/T -13910, pelo que ao fim de cerca de 9 minutos (540 s) a nanossonda ja se
encontra totalmente agregada. Este aspeto representa, uma vez mais, uma vantagem relativamente ao
método colorimétrico a base de nanossondas esféricas; como ja havia sido referido, o propdsito do
desenvolvimento deste biossensor é a sua implementagcdo em sistemas POC, sendo que a diminui¢ao
dos tempos de reagéo representa um dos fatores-chave neste tipo de sistema (rapidez, baixo custo e
simplicidade).
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4.4 Conclusoes e consideragoes finais

Nanobiossensor colorimétrico de DNA usando nanoparticulas esféricas de ouro

Nos ensaios colorimétricos efetuados com as diferentes nanossondas verificou-se que, se por
um lado com sondas demasiado pequenas, a hibridagao nao ocorre, por outro quando estas possuem
um numero de nucleétidos mais elevado, a percentagem de alvos hibridados aumenta, porém para
ambos (“complementar” e “SNP”). Atendendo a dimensao dos alvos de DNA (fragmento de 345 bp) e,
consequentemente, a quantidade hibridada ser de tal modo elevada, é expectavel que os alvos acabem
por estabilizar toda a superficie da nanossonda. Para o alvo complementar a situagdo nao constituiu
um problema, no entanto, na presencga do alvo que possui o SNP, dado que a sua sequéncia s6é nao
hibrida num nucledtido, sendo a restante sequéncia perfeitamente complementar, esta
incompatibilidade ndo é suficientemente significativa para conduzir & desestabilizagdo com a

consequente agregagao da nanossonda.

Assim, no que diz respeito a detecdo do SNP C/T -13910, apenas a sonda LCT-20, cuja
sequéncia apresentava 20/20 nucledtidos complementares ao alvo foi capaz de detetar
colorimetricamente o alvo que possuia o0 SNP (19/20). Ainda que as variagdes de cor das solugdes-
teste (“complementar” — vermelho; “SNP — roxo) ndo fossem totalmente esclarecedoras, ou seja, ndo
fossem de acordo com o que se estaria a espera (“‘complementar” — vermelho; “SNP — azul),
demonstraram uma diferenciagao significativa ao nivel da R(Abs) para que a detegao fosse validada
espetrofotometricamente. Os ensaios com a sonda LCT-20 apontaram como limite de detegdo uma
concentracdo alvo de 12 ng/uL, nos quais a esta concentracdo é possivel a “olho nu” discriminar a
presenca do SNP através da diferenca de cor entre o vermelho e roxo. Possivelmente se o alvo fosse
mais pequeno, obter-se-ia uma maior diferenciacdo entre eles, pelo que nesta perspetiva, a
fragmentagdo do alvo por digestdo enzimatica poderia representar uma solugado para melhorar a

eficacia e sensibilidade do método.

Nanobiossensor colorimétrico de DNA usando nanoparticulas ndo esféricas

O sistema colorimétrico desenvolvido com base na utilizagdo de nanossondas em forma de
estrela recorreu a sonda que demonstrou os resultados mais promissores no sistema anterior, ou seja,
a LCT-20. O sistema que usa AuNP nao esféricas, para além de permitir a hibridagdo e detecdo do
SNP, apresenta uma vantagem relativamente ao problema da ambiguidade das cores resultantes apés
a adicao do sal para o sistema baseado em AuNP esféricas (vermelho-roxo-azul). Nomeadamente, o
biossensor baseado em AuNS opera de acordo com um sistema de resposta “sim / ndo” associado
respetivamente, a presenga ou auséncia da cor azul, representando assim uma abordagem mais
fidedigna para ser aplicada em dispositivos 6ticos. Relativamente ao nanobiossensor baseado em
AuNP esféricas, este viu o seu limite de dete¢ao diminuir (6-9 ng/uL), utilizando alvos de DNA (produtos

de PCR) sem qualquer tipo de tratamento ou procedimento de purificagao.

155



Como possivel justificagdo para este melhor desempenho das AuNS relativamente as AuNP
esféricas, pode apontar-se o facto da propria morfologia das AuNS apresentar i) uma superficie com
razao de area por unidade de volume mais elevada, o que pode conduzir a uma quantidade superior
de oligonucleétidos adsorvidos e por conseguinte, maior eficacia e limite de dete¢do mais baixo, ii) as
diferentes alturas das protuberancias, ou seja, das pontas faz com que uma determinada percentagem
de oligonucledtidos esteja com a sua sequéncia especifica mais disponivel para a hibridagdo com os
alvos, pelo que no caso das esferas, os oligonucledtidos como se organizam de forma semelhante as
SAM, propiciando uma maior interagao entre eles do que propriamente com os alvos, iii) a sensibilidade
destas nanoestruturas é muito superior as esferas, pelo que qualquer alteragdo quimica,
nomeadamente a indugdo da agregacdo resultante da incompatibilidade de um nucledtido na

extremidade da nanossonda tera repercussodes 6ticas ao nivel da LSPR muito mais acentuadas.
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Capitulo V.

Desenvolvimento de um
Nanobiossensor LSPR para a
Detecao de Eventos de Hibridacao
de DNA utilizando Nanotriangulos
de Ouro em Substratos de Vidro

Borosilicato
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5.1 Breve introdug¢ao ao capitulo

O crescente aumento no recurso ao diagnéstico molecular, provocado pela sequenciagéo da
informacao genética, trouxe a necessidade de desenvolver dispositivos de andlise simples, rapidos,
pouco dispendiosos e reprodutiveis em massa. Nas ultimas décadas tem-se vindo a verificar um avango
significativo no desenvolvimento de biossensores 6ticos para a detegéo e identificagdo de espécies de

interesse bioldgico, como é o caso do DNA .

Dadas as caracteristicas e propriedades fisico-quimicas Unicas de alguns nanomateriais
metalicos, em especial as nanoparticulas de ouro (AuNP), estas tém demonstrado ser bastante
promissoras enquanto transdutores 6ticos em diversos sistemas de detecao biolégica. Para além das
propriedades oticas, as AuNP sdo também otimas plataformas de ligacdo para biomoléculas,
garantindo a estabilidade e atividade das mesmas apds a imobilizagdo, sendo uma das grandes

vantagens na aplicagdo em sensores 25.

5.1.1 Ressonéncia Plasménica de Superficie Localizada (LSPR)

A caracteristica responsavel pelas propriedades 6ticas em biossensores com base em NP

metalicas, nomeadamente em AuNP, é a ressonancia plasmoénica de superficie localizada (LSPR).

A LSPR das AuNP produz coeficientes de absorgcédo e dispersdo excecionalmente elevados
numa ampla gama de comprimentos de onda, que se situam sobretudo na zona do visivel. Isto acontece
devido ao facto da LSPR variar de acordo com fatores relacionados maioritariamente com aspetos
morfolégicos. O seu ajuste (dimenséo e forma) é possivel através de processos de sintese, permitindo
nao so6 definir a intensidade e posicionamento da LSPR, como também obter maior sensibilidade em
métodos de detecdo otica 6. Para além de fatores intrinsecos, tais como a composigdo, tamanho e
morfologia das AuNP, a LSPR depende também da distancia interparticulas e do indice de refragédo
(RI) do meio que as rodeia. Se por um lado, sao os fatores intrinsecos que determinam a sensibilidade
das NP, é precisamente o ambiente quimico, mais concretamente o Rl que permite avaliar esse

parametro.

Contrariamente ao que acontece quando se considera o coléide (AuNP em solugéo), o espetro
de extingdo de apenas uma AuNP isolada, medido através da microscopia de campo escuro, por
exemplo, resulta num sinal com muito menos interferéncias do fundo (“background”), reduzindo assim

a influéncia da proximidade interparticula e o problema da heterogeneidade da amostra.

A abordagem “localizada” é caracterizada pelo facto dos campos magnéticos gerados em redor
da AuNP serem extremamente intensos e altamente confinados, influenciando a intensidade da LSPR.
Sendo assim a largura total a meia altura (FWHM) do pico da banda, em média, muito menor do que a
que se observa em solugao, tal permite que as AuNP individuais possam ser utilizadas em biossensores
mais sensiveis. Alguns estudos apontam para que a luz dispersa gerada por uma unica NP seja cerca
de cinco a seis ordens de grandeza superior a gerada por uma molécula de corante de fluorescéncia

ou quantum dots 7.
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5.1.2 Nanoparticulas de ouro nao esféricas

As AuNP néo esféricas, das quais as placas triangulares (ou “nanotridngulos”) de ouro, AuNT,
sdo um dos exemplos, apresentam propriedades fisico-quimicas particularmente interessantes
relativamente as AuNP esféricas. A sua geometria e racio area de superficie-volume elevado,
conduzem a momentos dipolares fortes que consequentemente irdo absorver radiagdo em diferentes
comprimentos de onda distintos. Estas caracteristicas especificas tornam as LSPR das NP nao
esféricas mais sensiveis a mudancgas no Rl do que as esféricas, uma vez que a magnitude dos campos

induzidos é superior, devido aos seus momentos dipolares serem mais fortes 0.

Se por um lado, uma AuNP esférica exibe uma ressonancia dipolar com modos longitudinais e
transversais degenerados devido a sua simetria esférica (figura 5.1A); quando se aumenta a razao
dimensional numa NP ndo esférica, os modos transversal e longitudinal sao divididos (figura 5.1B). No
caso dos AuNT, devido a esta anisotropia séo observados dois picos de ressonancia plasménica no
seu espetro de extingdo, ao mesmo tempo que, a largura da banda LSPR longitudinal diminui, a medida

que os vértices sao mais pronunciados.

Por interacdo com a luz, este efeito de anisotropia faz com que os campos dipolares de um
AuNT se concentrem nos “hotspots", mais concretamente nos vértices, devido a sobreposi¢céo das

frequéncias LSPR dos plasmdes, induzindo uma amplificagdo do campo elétrico '1-13 (figura 5.1C).

plasmdes

e

NP isotropica

plasmbes
NP anisotrdpica /

Longitudinal Transversal

Figura 5. 1 — Esquema representativo da Ressonancia Plasmonica de Superficie Localizada (LSPR) numa NP
esférica (A); LSPR numa NP n&o esférica, com respetivos modos longitudinal e transversal (B) (exemplo de um
nanorod). Imagens adaptadas do sitio: http://nanohybrids.net/pages/plasmonics (C) Campos eletromagnéticos
dipolares a evidenciarem os chamados “hotspots” (representados a vermelho), localizados especialmente nos

vértices das NP 13 .
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Atendendo aos fatores que caracterizam a LSPR, nomeadamente a composi¢cao, morfologia e
tamanho, a sensibilidade do biossensor é manifestamente mais elevada para NP com as seguintes
caracteristicas: i) composicao de prata; ii) morfologias anisotropicas (triangular ou em forma de estrela)

e iii) maiores dimensdes ©.

No entanto, dado que a prata no seu estado elementar, sob condigdes atmosféricas é altamente
instavel e, por conseguinte, bastante suscetivel a oxidacdo, este facto tera implicacao direta na

estabilidade morfolégica das préprias AgNP nao esféricas.

Assim, a exposicado destas AgNP a luz e ao O2 presente no ar/agua ou em qualquer meio
envolvente, promove ao longo do tempo a oxidagdo do metal. Esta ocorre ao nivel dos atomos
posicionados mais a superficie, sobretudo nos locais designados por “hotspots”, levando na maioria
das vezes a uma alteragdo da morfologia 4. Esta situagdo é bastantes vezes impeditiva do recurso a
AgNP nao esféricas para estudos que impliquem a sua interagdo com o ar e a luz 156, As NP metalicas
cujo desempenho e caracteristicas sdo mais semelhantes as de prata, nomeadamente em termos de
sensibilidade de detecado, sdo as NP de ouro (AuNP). Além disso, as AuNP sdo termodinamicamente
mais estaveis do que as de prata, principalmente quando o biossensor opera sob condicbes

atmosféricas.

5.1.3 Funcionalizacao das AuNP com oligonucleétidos

O facto das AuNP apresentarem uma enorme afinidade por biomoléculas e dada a dependéncia
da LSPR no ambiente quimico das AuNP, as interagdes que ocorrem a superficie sdo o principio-base
da detecdo. Os deslocamentos da LSPR dependem de interagdes de origem fisica (p. ex. adsorgéo
direta de oligonucledtidos) mas sobretudo de interagdes quimicas, do tipo ligagdo de hidrogénio (p. ex.
hibridagcao entre duas cadeias de DNA) e do tipo covalente (p. ex oligonucleétidos modificados com
tidis). Todas as interagdes mencionadas pressupdem a funcionalizagdo das AuNP com as respetivas

biomoléculas.

Em biossensores baseados em DNA, quando é efetuada a troca de revestimento original das
AuNP (proveniente da sintese) por oligonucleétidos, esta alteragdo é acompanhada por mudanga do
indice de refragcdo e consequentemente, pelo deslocamento da banda LSPR. No entanto, visto que a
grande maioria dos biossensores sdo ainda desenvolvidos em solugdo, uma das limitagdes associada

a funcionalizagao é a manutengao da estabilidade coloidal das AuNP, apés a troca de revestimentos.

A carga superficial das AuNP é resultado da presencga de agentes de revestimento ou redugéo
(quando o agente redutor desempenha as duas fungbdes em simultaneo, p. ex citrato de sédio), podendo
ser negativa ou positiva. Quanto maior for, em termos absolutos, a carga superficial das NP, mais fortes
serdo as repulsdes eletrostaticas que estabilizem as NP, evitando a sua aproximagao e
consequentemente evitando a ocorréncia de agregagédo. Em solugéo, quando a carga dos elementos

envolvidos na funcionalizagdo é oposta, o fendmeno de coalescéncia é praticamente incontornavel.

Um exemplo relativo a esta situagdo, sdo os AuUNT utilizados neste biossensor, cujo

revestimento original € o brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB), um tensioativo carregado
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positivamente, vulgarmente utilizado em sinteses de NP ndo esféricas. Assim, no processo de
funcionalizagdo, os AUNT em solug&o ao entrarem em contato com moléculas ssDNA (carga negativa),
€ uma vez que as suas cargas sao opostas, estas acabam por anular-se, ocorrendo agregagao dos
AuUNT.

De forma a contornar esta situagao, recorre-se a deposicdo das AuNP em substratos ou
plataformas de suporte, cujos materiais podem variar entre o vidro borosilicato '7 ou IT 8, cobre ou
silicio '°. A escolha do material dos substratos devera estar de acordo com o tipo de AuNP,

caracteristicas do mesmo, assim como o tipo de aplicagao que se pretende desenvolver.

Dado que os substratos serdo usados para estudos 6ticos e em microscopia (de campo escuro
e AFM), também as suas caracteristicas deverao garantir que as analises e medi¢des sejam efetuadas
nas melhores condi¢cdes. Desta forma, devem manter-se estaveis e resistentes a diferentes
temperaturas e meios reacionais, sem que se degradem fisica e quimicamente. Em diversas situagbes
sao requeridos adicionalmente pré-tratamentos e/ou ativagdo da superficie dos substratos, de modo, a
garantir uma melhor e mais eficaz adesdo das AuNP ao substrato. Por isso, embora possam variar de
acordo com o tipo de substrato, quando se utiliza substratos de vidro borosilicato € comum recorrer-se
a reacgbes de silanizagdo para fixar quimicamente as AuNP a estas plataformas 20. Caso contrario,
embora ocorram interagcées eletrostaticas entre as AuNP e o vidro, estas podem ndo ser
suficientemente fortes para manter a adesao das AuNP ao vidro ao longo das diferentes etapas que

vao compreender a preparagao deste biossensor.

Em suma, a imobilizagado das AuNP em substratos, ndo sé impede que estas interajam entre
si, inviabilizando a ocorréncia de agregagao, como também permite uma analise individual e sequencial
de cada AuNP. Além disso, a possibilidade de se funcionalizarem estes AUNT com DNA, depositados
num substrato permitiu que se efetuassem medigdes de dispersdo usando a microscopia de campo
escuro, fazendo deste biossensor ainda mais sensivel a pequenas alteragdes no ambiente quimico das

AuNP, nomeadamente na detegéo eventos de hibridagdo com alvos complementares 2'.

5.1.3.1 Aspetos relacionados com a funcionalizagao

Apods a imobilizagdo das AuNP, sobretudo os AuNT que correspondem a placas triangulares,
uma das suas duas faces fica assente no substrato, ficando a outra disponivel para a funcionalizagéo
22 Esta ultima, dado que é praticamente plana, assemelha-se a um convencional filme de ouro. Esta
configuracdo induz assim o mesmo tipo de comportamento caracteristico, por parte dos

oligonucledtidos, no que diz respeito a sua deposi¢cdo em superficies metalicas.

A funcionalizagdo dos AuNT com os oligonucledtidos leva a formagcdo de uma monocamada
auto-montada (SAM), sendo que uma das grandes vantagens deste modo de empacotamento o facto
de se prevenir a adsor¢ado nao especifica das moléculas de DNA, tanto aquando da funcionalizagdo da

superficie como aquando da hibridagdo com o DNA alvo 2324,

Geralmente, a funcionalizagdo de AuNP com oligonucledtidos tiolados é dividida em duas

etapas. Numa primeira fase, ainda que modificadas com tiol, as biomoléculas carregadas
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electrostaticamente, comegam por adsorver espontaneamente a superficie das AuUNP. Entretanto num
processo de auto-organizagao, as moléculas de DNA rearranjam-se, acabando por formar uma SAM,
na qual as ligagbes sao essencialmente de natureza covalente. Estas ligagées covalentes, mais
especificamente designadas por dativas, entre o ouro e o enxofre ocorrem devido a existéncia de um
grupo tiol presente numa das extremidades dos oligonucledétidos.

Além disso, em biossensores de DNA é comum efetuar-se um procedimento adicional proposto
por inicialmente por Herne e Tavlov 2%, Este procedimento consiste na exposigao da superficie da AUNP,
apos a incubagéo dos oligonucledtidos, a uma solugdo de um alcanotiol, o 6-mercaptohexanol (6-MCH).
O objetivo da utilizagdo deste agente de bloqueio & evitar que os oligonucleétidos tiolados interajam
entre si ou se liguem inespecificamente a superficie do AuNT através do azoto das bases nucleicas,
em vez de se ligarem através do enxofre (figura 5.2). A ocorréncia da ligagdo nao especifica dos
oligonucledtidos a superficie metalica afeta a sua acessibilidade para que possam hibridar
corretamente na presenca de um alvo complementar de DNA 26.27,
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Figura 5. 2 — Representagdo esquemdtica da formagdo da SAM numa superficie de ouro apenas com

oligonucleétidos tiolados (A) e apds incubagcdo com o agente de bloqueio 6-MCH (B). Esquema adaptado da
referéncia 22,

5.1.4 Biossensores LSPR com base no indice de refragido

Nos biossensores LSPR, ao invés das alteragdes de cor das AuNP se manifestarem ao nivel
da estabilidade da solugao coloidal (sensores de agregacgéo); como se trata de um biossensor cuja
abordagem é inteiramente focada em AuNP isoladas, o recurso a microscopia de campo escuro e a
camaras CCD permite uma avaliagdo individual através do deslocamento da banda LSRP, resultado
de pequenas alteragdes no Rl induzidas no meio que envolve a AuNP.

Os grupos de investigagdo de Feldman '2, Schultz 8 e Van Duyne 2°-30 foram pioneiros no
desenvolvimento deste tipo de biossensor “localizado”, aplicado a proteinas, anticorpos e DNA.
Atualmente estes biossensores ja apresentam limites de detegdo (LOD) comparaveis a outros

poderosos métodos de detegao, como € o caso da fluorescéncia, no entanto, sem o inconveniente da
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interferéncia do background. Para além disso, a sua implementagdo em sistemas de detegido de

biomoléculas em tempo real, também ja foi alcangada com sucesso.

Regra geral, o deslocamento da banda de ressonancia plasmonica para comprimentos de onda
maiores, apos a ligagdo de biomoléculas a superficie da AuNP esta relacionado com a sensibilidade e
area de superficie total das AuNP (determinadas através de fatores intrinsecos previstos apés a

sintese), bem como com a quantidade de moléculas ligadas 3'.

Assim, de acordo com a literatura, AUNP com morfologias irregulares, em particular as que
apresentam extremidades mais pontiagudas, demonstram melhor desempenho do que as
convencionais AuNP esféricas. Para que este tipo de premissa possa ser validado, estabeleceram-se
alguns parametros que permitem determinar a capacidade de detegdo destas AuNP plasmonicas
enquanto biossensores, nomeadamente a sensibilidade e o indicador de mérito, FoM (de figure of merit,

em inglés) 31,

A sensibilidade de uma AuNP expressa em nm/RIU, m é determinada através do ajuste linear
dos deslocamentos do pico LSPR (44max) em fungéo das alteragdes de RI (4n), como indica a equagéao
1. Por sua vez, o indicador de mérito, FoM depende da sensibilidade da AuNP, sendo o quociente entre
esta e a largura a meia altura da banda de ressonancia plasmoénica (fwhm) como elucida a (equagéao
2).

Almax = mAn (1)

m

FOM = fwhm (2)

5.1.4.1 Biossensores LSPR para hibridagdo de DNA

O DNA ¢é particularmente apropriado para aplicacbes em sensores dada a sua interagdo
robusta e especifica entre as cadeias complementares através do emparelhamento das suas bases
azotadas (C-G e A-T). Os sensores de DNA convertem o principio de Watson-Crick, designado por
hibridacdo, num sinal analitico passivel de ser interpretado. De entre os biossensores LSPR

desenvolvidos com base em eventos de hibridagdo com DNA, destacam-se os de interagéao:

- PNA/DNA: constituidos por acidos nucleicos peptidicos (PNA) 32 33 que intervém na detecao
de polimorfismos de base unica (SNP) presentes em genes, por exemplo, responsaveis por doengas

neurodegenerativas 30 34 e inflamatorias 35;

- DNA/DNA: envolvidos na detecdo e monitorizagdo de reagées de PCR em tempo real 36 e
mais recentemente na detegcdo LSPR por micro-espetroscopia campo escuro na hibridagdo de

nanossondas (AuNP revestidas com oligonucleétidos) com alvos de DNA complementares.

Resumidamente neste ultimo, o oligonucledtido ligado a superficie da AuNP funciona como

uma nanossonda *. A ligagao do oligonucleétido a superficie da AuNP induz uma primeira mudanga na
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ressonancia plasmonica (comparativamente a ressonancia da AuUNP com o seu revestimento original).
Por conseguinte, a hibridagdo com um alvo de DNA (por exemplo, fragmento de um produto de PCR)
desencadeia numa segunda fase, a resposta efetiva do biossensor. Esta resposta traduz-se numa
segunda mudanga na ressonancia plasmonica, caso o alvo apresente alguma complementaridade de

sequéncia de nucleoétidos, dada a existéncia de uma maior quantidade de DNA a superficie.

5.1.5 Principio da Microscopia de campo escuro (DFM, do inglés Dark Field Microscopy)

A microscopia de campo escuro € uma das técnicas de microscopia 6tica mais utilizadas em
estudos que envolvem materiais bioldgicos (p. ex. fluidos animais ou vegetais, culturas de células)
assim como em ciéncias dos materiais, as escalas micro e/ou nano (p. ex. suspensdes coloidais) 2! 37-
41 E uma técnica de contraste que ndo requer o uso de corantes e que permite fundamentalmente
através da incidéncia de luz numa amostra induzir a dispersao de luz. O principio da DFM explica que
a luz que é coletada pela lente da objetiva ndo é a transmitida diretamente, mas sim a luz difratada que

é dispersa através da amostra.

Resumidamente de acordo com o diagrama da figura 5.3, uma fonte de luz com a capacidade
de produzir um espectro de emissdo continuo ilumina o condensador. Por sua vez, um anel darkfield
situado por baixo da lente do condensador, delimita o feixe de luz, permitindo que apenas a luz que
passa através de uma borda existente nesse anel, se concentre e incida diretamente sobre a amostra.

N

objetiva

- condensador

anel darkfield

fonte de luz

Figura 5. 3 — Esquema representativo do principio da microscopia de campo escuro (DFM).

Ao incidir na amostra, em vez de a atravessar totalmente, a luz é dispersa pela amostra (NP
ou células) dentro das laminas de vidro. A luz transmitida diretamente é omitida e apenas a luz que é
dispersa pela amostra alcanga a lente da objetiva. A objetiva de baixa abertura numérica € empregue
de maneira a restringir a reflexao da luz transmitida, mantendo os angulos formados pelo anel darkfield.
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A luz difratada é entédo coletada e analisada pelo espetrofotometro. A imagem e a disperséo de luz
difratada sdo capturadas pela cAmara CCD. Por fim, o espetro de dispersao (espetro LSPR) da AuNP

€ obtido por conversao do sinal através de programas de tratamento de imagem.
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5.2 Metodologia Experimental

5.2.1 Materiais e equipamentos

- Espetrofotémetro UV-Visivel Varian Cary 50 Bio

- Acton Research SpectraPro 2300i Micro Spectrometer (Princeton Instruments, Trenton, NJ, USA)

acoplado a uma camara com sensores CCD arrefecida por um dispositivo Peltier

- Microscépio 6tico Axio Imager Z1m (Carl Zeiss Micro-imaging, Géttingen, Germany)
- Espetrofotometro UV-Visivel Nanodrop ND-1000 (Nanodrop Technologies, EUA)

- Refratdometro Digital PAL-RI Atago

- Sistema de agua ultrapura

- Centrifuga Sigma UniCen DR 15 (Rotor eppendorf 12024-H)

- Plataforma de agitagao/vibragédo Biosan MR-12

- Agitador térmico Biometra TS1

5.2.1.1 Reagentes quimicos usados na preparagao de solugées

Tabela 5. 1 — Reagentes quimicos utilizados e respetivos fabricantes

Reagente Fabricante

Glucose

Di-hidrogenofosfato de potassio (H2KPO4)

Hidrogenofosfato de potassio (HK2PO4)

Citrato trissodico (C¢HsNaszO7) Sigma-Aldrich
Solventes (etanol, acetona, metanol)

6-Mercapto-1-hexanol (HS(CH2)¢OH)

Tampao SSC 20x concentrado (citrato de sédio 0,3 M em NaCl 3M)
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5.2.1.2 Oligonucledtidos usados nos ensaios

Tabela 5. 2 — Sequéncias nucleétidicas dos oligonucleétidos sintéticos envolvidos na funcionalizagao das
AuNP e na reacgao de hibridagao. Destaques em italico correspondem a sequéncia poli-A e parte sublinhada a

sequéncia complementar ao oligonucleotido “sem-SNP”.

Oligonucleétido- Sequéncia Nucleétidica Fabricante

sonda (5°-HS — 3’)

sem-SNP AAAAAAAAAAAGTTCCTTTGAGGCCAGGGA

SNP5 AAAAAAAAAAAGGGCCTACATTATCTTATC STAB-Vida,

SNP10 AAAAAAAAAAAGGCCAGGGCCTACATTATC Portugal

SNP20 AAAAAAAAAAAGTTCCTTTGAGGCCAGGGC

Alvo Sequéncia Nucleétidica Fabricante
(5—3)

Complementar TCAAGGAAACTCCGGTCCCTTTCCCATCAA Eurofins
GCCCTAGGGCTCCTCGTGGC MWG|Operon

Nao- TTCCCATCAAGCCCTAGGGCTCCTCGTGGC (Ebersberg,

complementar TGCTGGGAGTTGTAGTCTGA Alemanha)

5.2.1.3 Amostras clinicas de DNA

Na seccéo 2.2.1.4 do capitulo 2 é referido o tipo de amostras de DNA selecionadas e nas
secgdes de 2.2.2 a 2.2.6 inclusive, estdo descritos os procedimentos envolvidos no processamento das
amostras, nomeadamente desde a extragdo a amplificagdo; purificagédo, validagdo da reagdo de PCR
por eletroforese em gel de agarose e por fim, quantificacdo de DNA através de espetrofotometria de
UV-visivel. As amostras consistem em fragmentos com cerca de 345 bp de tamanho, relativas ao gene

LCT responsavel pela intolerancia a lactose.

5.2.2 Procedimentos

5.2.2.1 Sintese e caracterizacdo das nanoparticulas de ouro

Para efeito de posterior comparacdo, dois tipos de NP com morfologias distintas foram
sintetizados, nomeadamente nanoesferas de ouro cujo didmetro rondava os 80 nm (AuNP-80) e
nanotriangulos de ouro com 90 nm de aresta (AuNT). As NP foram depositadas em substratos de vidro,
visualizadas e localizadas por microscopia de campo escuro, assim como o seu espetro tragado por

espetroscopia de ressonancia plasmonica de superficie localizada (LSPR).

De acordo com as especificagcbes do equipamento, nomeadamente em termos de poder
ampliagdo do microscopio, resolugdo da camara e alcance do espetrofotdmetro, foi necessario
estabelecer alguns aspetos, nomeadamente no que diz respeito as dimensdes das NP. As AuNP
deveriam ter um tamanho acima dos 50 nm (no minimo) para que pudessem ser simultaneamente
observadas através do microscopio e a sua imagem capturada. Para além disso, a gama de

comprimentos de onda do espetrofotdmetro deveria estar confinada ao intervalo de valores entre 300-
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800 nm, dai que o tamanho das AuNP tivesse que rondar valores compreendidos entre os 70 e 100
nm, sendo que 100 nm sera o tamanho maximo para que a sua banda de LSPR esteja compreendido

na gama de comprimentos de onda acima mencionado.

Os procedimentos relativos a sintese de AuNP-80 e AuNT estédo descritos no capitulo 3, nas
secgdes 3.2.2.2 e 3.2.2.5.

5.2.2.2 Medigao do indice de refracdo das suspensdes coloidais

Preparou-se de forma rigorosa, uma série de oito solugbes com percentagens variaveis de
glucose, nomeadamente desde 0% até 80% (w/w) com incrementos de 10% entre cada. A estas
concentracdes estdo associados indices de refragdo com valores tabelados a oscilarem entre n=1,333
e 1,420 42, os quais foram medidos utilizando um refratémetro digital PAL-RI. As solugdes de glucose
de concentragdes variaveis foram usadas como referéncia para se tragar uma reta de calibragao,
indispensavel para posteriormente calcular o indice de refragédo (RI) dos coloides. Todas as medicdes

foram efetuadas a temperatura controlada, previamente definida nos 25 °C.

Quanto a medicdo do Rl da mistura (AuNP + glucose), os procedimentos foram os mesmos
para ambas as suspensbes coloidais, a excec¢ao da preparagcdo das amostras por centrifugagéo, que

foi diferente mediante a morfologia das AuNP, como indica a tabela 5.3.

Tabela 5. 3 — Condigbes de centrifugacdo para a preparacdo da amostra (de acordo com as caracteristicas de
cada AuNP)

Designacao Morfologia Dimensées Rotagdes / rpm Tempo / min
AuNP-80 Esférica @ 80 nm 6000 5

90 nm (aresta)
AuNT Triangular 6000 10

17 nm (espessura)

Assim, para tubos de 1,5 mL pipetaram-se 800 pL de cada um dos coloides (AuNP-80 e AuNT)
e de acordo com as suas caracteristicas procedeu-se a centrifugagdo para remogao do citrato e do
CTAB, respetivamente. As condigbes estdo mencionadas na tabela abaixo. Apds a centrifugagao,
procedeu-se a remogao do sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento com as solugées de glucose
a concentracgdes variaveis. Por fim, deixou-se a mistura incubar por 1 hora. Os indices de refracdo das
solugdes coloidais foram medidos & mesma temperatura (25 °C) das solugbes puras de glucose e
tracou-se o respetivo espectro de UV-Vis. A sensibilidade associada as diferentes morfologias foi
determinada através da representacao grafica do Amax de absor¢do — LSPR (para o caso dos AuNT, o
correspondente a banda longitudinal) em fungdo do valor Rl medido para cada concentragdo de

glucose.
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5.2.2.3 Preparacgao dos chips de vidro borosilicato

Os chips foram fabricados a partir de vidro borosilicato em salas limpas e selados com uma
folha adesiva para ficarem protegidos do p6 e para facilitar o transporte. Por isso requerem alguns
procedimentos antes da sua utilizagdo, nomeadamente, a remogdo da camada protetora (soltvel),

limpeza e ativagao da superficie.

O pré-tratamento dos chips envolve numa primeira fase, a sua colocagdo em suportes e
posterior imersdo em solventes organicos (acetona, metanol, etanol) e agua Milli-Q por periodos de 10
minutos em banho de ultrassons. Uma vez secos com Nz, 0s chips sdo colocados numa camara sujeitos
a uma corrente de plasma (neste caso de Oz) por 1 h, a 50 W e 5 Pa, levando a destruicdo da camada
superficial mais externa. De seguida procedeu-se a uma reagéo de silanizagéo, recorrendo-se a uma
solugcéo 1% de APTES (3-aminopropiltrietoxisilano) em 1 mM de acido acético, a qual se deixou reagir
com a superficie dos chips por 10 min. A reagéo foi interrompida apés a passagem dos chips da solugao
para um gobelé com agua Milli-Q; o mesmo foi colocado 5 min no banho ultrassons. Por fim, e depois

de secos em fluxo de N2, foram armazenados numa caixa de Petri sob atmosfera inerte de argon 4.

Nos chips foram previamente gravadas grelhas microestruturadas através de processos
fotolitograficos. Esta grelha servira de suporte para as NPs, bem como de referencial para a sua
posterior localizagao. O facto de esta conter em cada quadricula, letras e niUmeros torna assim possivel
a sua identificagédo. Esta condigédo é essencial sobretudo porque se prevé um estudo comparativo das
propriedades oticas das AuNPs isoladas ao longo de 3 etapas, que por sua vez, implicam a

manipulagéo do chip fora do equipamento (microscépio).

5.2.2.4 Deposigao dos coloides nos chips de vidro

Antes da deposigdo das AuNPs nos chips é necessario centrifugar aliquotas dos diferentes
coloides, ndo s6 para concentrar as amostras, mas sobretudo para remover eventuais artefactos
produzidos durante as respetivas sinteses. Os coloides resultam de diferentes processos de sintese e
dadas as condic¢des reacionais, as suas concentragdes serao sempre dispares e no caso do coloide de
AuUNT, este apresenta algumas AuNP esféricas, além de um excesso de CTAB em solugdo. Assim,
apenas a solugao de AuNT foi sujeita a centrifugagdo por 10 min a 7500 rpm, da qual foi rejeitado o
sobrenadante e adicionaram-se 50 puL de agua Milli-Q para ressuspender o sedimento. Esta
ressupensao foi imediatamente transferida para o chip e este colocado em agitacdo numa plataforma
de vibragéo durante 1 hora a temperatura ambiente (Tamb) para adsorgdo dos AuNT ao vidro (no caso
das AuNP-80, 50 uL da solugdo de AuNP foram diretamente depositados, sem centrifugacao prévia).

ApOs esse periodo, o chip é passado por agua Milli-Q e seco num fluxo controlado de N:z. A eficacia da

4 No caso de ndo serem utilizados de imediato, a superficie dos chips armazenados deve ser reativada
antes da deposicdo das NPs, ou seja, mergulha-los por 10 min em agua Milli-Q e em banho de ultrassons sera

suficiente.
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deposicdo e adesido das AuNPs ao chip foi também testada a cada passo experimental, relativamente

a influéncia da temperatura, das alteragdes quimicas e das lavagens do chip.

5.2.2.5 Preparacao dos chips-sonda

5.2.2.5.1 Funcionalizagdo das AuNP imobilizadas no chip com oligonucleétidos tiolados

As AuNP uma vez imobilizadas no chip funcionardo como sensores cujas alteragdes ao nivel
da superficie serdo estudadas por micro-espetroscopia. Para o efeito, preparou-se uma solugao de
cada um dos oligonucleétidos listados na tabela 5.2, a concentragdo de 1 mM, utilizando-se para isso
uma solugdo tampéo de KH2PO4 (1 M). O chip com as AuNPs adsorvidas foi totalmente mergulhado
em 500 pL da solugédo e deixado a incubar a Tamp por um periodo de cerca de 15-16 horas (durante a

noite).

5.2.2.5.2 Incubagao com 6-Mercaptohexanol (6-MCH)

Apds a funcionalizagdo com os oligonucleétidos, € comum neste tipo de sistema, que se
proceda a uma incubagéo adicional com um tiol de cadeia curta, de forma a evitar que as cadeias de
DNA interajam entre si, impedindo a sua acessibilidade na hibridagéo 25-28. Optou-se por utilizar o 6-
mercaptoetanol (6-MCH), cuja fun¢do é juntamente com os oligonucleétidos, criar uma monocamada
mista de 6-MCH/DNA.

Prepararam-se duas solugdes de 6-MCH 1 mM e 5 mM e de cada uma delas, retiraram-se
aliquotas de 500 uL para um tubo, nos quais se mergulharam os chips-sonda, deixando-se incubar por

1 hora. Os chips-sonda foram secos com N2 e usados imediatamente apds a sua preparagao.

5.2.2.6 Hibridagao dos chips-sonda com alvos de DNA

As condi¢des experimentais relacionadas com a hibridagdo dos chips-sonda com DNA-alvo
foram numa primeira fase testadas e otimizadas para amostras sintéticas (fragmentos de dimensdes
mais reduzidas), passando-se apenas para a utilizagdo de produtos de PCR provenientes de amostras

clinicas (fragmentos de maiores dimensdes), numa fase final.

Na otimizacdo da hibridacdo foram utilizados os chips-sonda de AuNT, e no sentido de
comparar o desempenho de AuNP nao esféricas (AUNT) com o das AuNP esféricas, recorreu-se a

AuNP-80 e amostras clinicas.

5.2.2.6.1 Hibridagdo com alvos de ssDNA sintético

Foram preparadas duas solugbdes de DNA sintético de cadeia simples (ssDNA) a concentragéo

de 1 mM, com sequéncias complementar e ndo complementar ao oligonucleétido presente no chip-
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sonda. Os oligonucledtidos liofilizados foram dissolvidos em agua Milli-Q. Nos ensaios de hibridagao
utilizou-se uma solugdo de NaCl 3 M em citrato de sédio 0,3 M (pH 7), preparada comercialmente e
designada por tampao de hibridagdo SSC 20x. Dado que a concentragédo dos sais presentes na solugéo
tampao em reacgdes de hibridagéo vai ditar o rigor na detecdo de sequéncias de DNA, as hibridagdes
decorreram em meios salinos com diferentes concentragdes: NaCl 0,3 M em citrato de sédio 0,03 M
(2x) e NaCl 0,75 M em citrato de sédio 0,075 M (5x), respetivamente. Para a reagédo de hibridagéo
mergulhou-se o chip-sonda em 500 uL da solugdo de ssDNA sintético a 1 uM e deixou-se incubar por

3 horas; testaram-se duas temperaturas, 25 °C e 37 °C.

Na lavagem dos chips-sonda teve-se o cuidado de diminuir gradualmente a forga iénica, ou
seja, passou-se primeiro o chip com uma solugdo de SSC 2x, depois com uma 0,2x e s6 no fim com
agua Milli-Q, de forma a remover apenas o DNA que nao hibridou ou que nao ligou especificamente.
Por fim, os chips foram secos sob fluxo de Na.

5.2.2.6.2 Hibridagdo com alvos de dsDNA provenientes de amostras clinicas

Dado o carater de dupla cadeia (dsDNA) dos produtos PCR é importante que para que o DNA

hibride, este seja previamente desnaturado e fique na sua configuragdo em cadeia simples (ssDNA).

Assim, prepararam-se solugdes dos dois tipos de produtos de PCR (alvo complementar e ndo
complementar) a concentracdo de 1 mM utilizando a solugdo tampéo SSC 2x, mediram-se aliquotas
de 500 pL para tubos que foram colocados num termociclador, a temperatura de 90 °C por 10 min.
Imediatamente findo esse periodo, os tubos foram imersos num banho de gelo por 10 min e os chips-
sonda mergulhados na solugdo de ssDNA e deixados a incubar por 3 horas a temperatura fixa e
constante de 20 °C. Por fim, o chip foi lavado com a solugdo tampao SSC 0,2 x e agua Milli-Q e seco
com N2. O mesmo procedimento foi repetido para ambas as amostras de alvo complementar e nao

complementar.

5.2.2.7 Aquisicdo e andlise de espetros

Apbs colocar-se o chip de vidro com AuNP imobilizadas no microscépio Axio Imager Z1m em
modo darkfield (figura 5.4A), a sua superficie inferior é atravessada por luz, proveniente de uma

ldampada de halogénio e tungsténio com espectro continuo e temperatura de cor de 3200 K.

Uma vez iluminada a amostra e dado que se trata de experiéncias em modo darkfield, a sua
configuracdo bloqueia a luz que é diretamente transmitida, enquanto a que é coletada através de um
pinhole, é detetada pelo espetrofotometro, sob a forma de luz dispersa. Este orificio € coplanar com o
tubo de lentes (objetiva), ou seja, pode ser visto tanto na imagem real através da ocular, como na
imagem ampliada através da caAmara (figura 5.4B), correspondendo na imagem real a um didmetro de
150 pm. A fase representada na figura 5.4C assinala o percurso da luz dispersa até ao

espetrofotémetro, o qual é permitido através de uma fibra 6tica multimodo, com uma grelha de 150
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linhas por mm. Por fim, a ultima fase (D) envolve a chegada da informacao relativa a quantidade de luz

dispersa ao espetrofotometro, que é transmitida e convertida num sinal.

_ .~ pinhole Camara

Campo de vis? Ocular

B .\\;“_ Espetrofotometro i
A Fibra dtica ;
e | & i
s |
— —
E ! Computador
Objetiva
-
. V—
AuNP imobilizadas eeee 2 pese Chip da vidio
: — i

Figura 5. 4 — Esquema representativo dos equipamentos envolvidos e respetivos arranjos experimentais, na
caracterizagdo das propriedades 6ticas de AuNPs isoladas (p. ex. AUNP-80): Microscépio 6tico (A) e camara CCD
(B) para a observagao e captura de imagem em modo darkfield de uma zona especifica do chip com a amostra;
Espetrofotémetro UV-Vis (C) para aquisi¢do do sinal LSPR de cada AuNT (luz dispersa), por intermédio do pinhole

e da fibra ¢6tica, e por fim, processamento do sinal para obten¢ao do espetro de cada NP no computador (D).

Apds a colocagao do chip no microscopio, verifica-se que este apresenta em baixas ampliagcdes
uma grelha uniforme, como a que esta representada na figura 5.5, com pequenos compartimentos
totalmente planos numerados no canto superior esquerdo, com uma letra e um numero (destaque da
figura 5.5). Estes elementos referenciais serdo altamente importantes no acompanhamento de AuNP
previamente selecionadas, uma vez que permitem que a sua relocalizacdo seja facilitada e imediata
nas etapas subsequentes, dai que se teve o especial cuidado de selecionar AUNP que estivessem

posicionadas junto da referéncia de cada compartimento.
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Figura 5. 5 — Exemplo de uma imagem da grelha de cobre gravada do chip, visto ao microscopio com uma
ampliagdo 20x. Em destaque, outra imagem do mesmo chip, desta vez com uma ampliagao de 50x, onde é possivel

visualizar os compartimentos quadrados da grelha, com letras e nimeros no canto superior esquerdo.

Por sua vez, cada experiéncia compreendeu trés etapas e, por conseguinte, a aquisi¢ao do
mesmo numero de espetros para cada AuNP isolada. Embora os procedimentos aplicados em cada
etapa sejam os mesmos para qualquer AuNP estudada, representou-se a titulo de exemplo na figura

5.6, as alteragdes que decorrem a superficie de um AuNT ao longo da experiéncia.

Proceder-se-a4 a uma avaliacdo comparativa das propriedades 6ticas do AuNT isolado, que
corresponde numa fase inicial ao que estd ilustrado na figura 5.6, ou seja, a um AuNT depositado no
chip, cuja superficie é revestida com o agente de revestimento utilizado na sintese (CTAB); de seguida,
a formagao da nanossonda, isto é, depois da sua superficie ter sido funcionalizada com o
oligonucledtido tiolado e com MCH (figura 5.6B), e por fim, depois de ter ocorrido a hibridagédo do alvo
com essa nanossonda, seja com um alvo complementar (figura 5.6 C1) ou ndo complementar (figura
5.6 C2).
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Figura 5. 6 — Representagéo esquematica de um AuNT nas diferentes etapas que abrangem cada experiéncia.
(A) Selecédo de um AuNT revestido com CTAB; (B) Formag&o da nanossonda, funcionalizagdo desse mesmo AuNT
com um oligonucleétido tiolado; (C) Avaliagdo da ocorréncia de hibridagdo com a nanossonda, dependendo se o
alvo é complementar (C1) ou ndo complementar (C2), respetivamente.

Contudo, foi necessario atender a alguns aspetos, nomeadamente, ao facto do mesmo chip
estar sujeito a diferentes etapas de procedimentos; de em todas essas etapas, as condigbes de
medigcado serem ajustadas e do equipamento sofrer desgaste com o uso (p. ex.: fonte de luz), e desses
fatores eventualmente poderem interferir a posteriori na comparagdo dos dados. Na tentativa de
contornar a situagéo, adotou-se um procedimento para a sua analise ', no qual para se obter o espetro
de uma NP, seja qual for a sua morfologia, para além da medicdo da intensidade de luz dispersa pela
NP (Ine), outros trés aspetos tém que ser considerados; nomeadamente, a contribuicdo da intensidade
do background (Isc), da interferéncia da fonte de luz (lr.) e da dark current do CCD (loc), ou seja, da
baixa corrente elétrica que flui através de dispositivos fotossensiveis, como é o caso deste

espetrofotdmetro.

Estes parametros irdo corrigir o valor de intensidade de luz que a AuNP efetivamente dispersa,

de acordo com a seguinte equagao:

| = (Inp — IBG) / (IFL — IpC)

Todas as medigoes decorreram com as AuNP depositadas no chip em contacto direto com o
ar atmosférico, no qual para cada amostra, foram analisadas entre 10 a 12 AuNP. Apds selecao de
cada AuNP, foi adquirido o seu espetro numa gama de comprimentos de onda de 400-850 nm. Efetuou-
se um ajuste a uma fungdo gaussiana a todos os picos dos espectros através do software Origin 8.0 e
uma normalizacdo da sua intensidade, a fim de determinar com precisdo, deslocamentos de

comprimento de onda, etapa para etapa.
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5.3 Resultados e Discussao

5.3.1 Sintese e caracterizagao das nanoparticulas

Os resultados relativos a sintese das AuNP-80 e AuNT foram discutidos no Capitulo 3,
nomeadamente nas secgdes 3.2.2.2 e 3.2.2.5.

5.3.2 Determinagdo da sensibilidade de cada um dos coloides através da medigao dos indices

de refragao

Em sensores plasmoénicos, sdo as AuNP que, quando sujeitas a alteragées no seu ambiente
quimico, vao funcionar como transdutores de sinais através da alteragédo do seu indice de refragéo (RI),
sendo capazes de monitorizar eventos de ligagdo molecular, assim, para além da caracterizagao das
AuNP propriamente ditas, um dos principais fatores a considerar quando as AuNP s&o usadas como
biossensores plasménicos, é a sensibilidade do sensor, S. Este fator é avaliado de acordo com o tipo
de NP, que por sua vez pode variar conforme o material, tamanho e morfologia.

Dado que as AuNP sintetizadas para o desenvolvimento deste biossensor sdo ambas de ouro
(AuNP-80 e AuNT) e tém aproximadamente a mesma dimensao, apenas se estudou a influéncia da
morfologia. Determinou-se a sensibilidade dos dois tipos de AuNP através da medi¢do dos valores de
Rl em fungéo da % de glucose presente na solugéo, tragando-se posteriormente o seu espetro LSPR.
A figura 5.7 representa a mudanga em termos espetrais, nomeadamente o deslocamento da banda

LSPR, que ocorre apos a alteragdo no Rl das AuNP.
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Figura 5. 7 — Representacgao grafica dos valores de Rl medidos em funcdo dos deslocamentos da banda
LSPR. A sensibilidade resulta do ajuste linear dos dados (S = declive) nos dois tipos de AuNP cujas dimensdes
séo aproximadamente iguais. As AuNP-80 tém 80 nm de didmetro e sdo representadas por e, enquanto os AuNT

séo representados por A e tém 80 nm de comprimento de aresta.
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Ao gradiente de concentracao de glucose considerado (0 - 80 %) correspondem valores de Rl
crescentes (1,333 < n < 1,407 RIU) que provocaram comportamento de ambas as AuNP em termos
Oticos bastante diferente, nomeadamente o respetivo posicionamento da banda plasmoénica. Para o
calculo dos deslocamentos considerou-se a diferenca entre o A da banda SPR das AuNP apéds o
contacto com solugbes a uma determinada % glucose e a correspondente situacéo inicial (em meio

aquoso).

Através do grafico da figura 5.7 imediatamente se percebe que os AuNT sdo bastante mais
reativos a glucose do que as AuNP-80, isto é, por cada incremento de 10% na concentragéo de glucose,
os deslocamentos promovidos sao visivelmente maiores no caso dos AuNT. Quando ambas as AuNP
séo redispersas em agua Milli-Q (0% glucose), o Rl n&o altera o seu valor n= 1,333 RIU, visto que
provém de um coloide cujo solvente & agua, como tal a banda plasmoénica nao sofre qualquer
deslocamento. Por outro lado, quando a solugéo que apresenta 80% glucose (n = 1,407 RIU), entra em
contacto com as AuNP, ocorre em simultaneo uma alteracao do Rl e um deslocamento na ordem dos
36 e 13 nm, para a amostra de AuNT e AuNP-80, respetivamente. Apds a regresséo linear dos dados
obtidos para cada AuNP, corroboraram-se as afirmagdes anteriores por determinagdo analitica da
sensibilidade de cada AuNP através dos declives das retas obtidas. De facto, obteve-se para esse
declive um valor cerca de 3x superior para os AuNT (468 nm/RIU) relativamente as AuNP-80 (175
nm/RIU).

Na qualidade de biossensores, as AUNP para além da sensibilidade, podem ser caracterizadas
por um outro parametro que avalia a sua capacidade de detecao, o indicador de mérito, (FoM). Este
parametro foi determinado numericamente através do quociente entre o valor da sensibilidade e a
largura a meia altura da banda LSPR, sendo que este calculo resulta em valores de FoM de 1,13 e 5,86

para as AuNP-80 e AuNT, respetivamente.

As diferengas registadas entre AuNP, quer ao nivel da sensibilidade como da capacidade de
detecdo, podem ser explicadas gragas a determinadas caracteristicas morfolégicas dos AuNT, que
conduzem a existéncia de “hot-spots”. Ao contrario da geometria esférica das AuNP-80, as arestas e
sobretudo, os vértices dos AuNT destacam-se por serem locais de maior reatividade. Quanto mais
definidos os seus vértices forem, isto €, mais pontiagudos, maior a sua capacidade de detegao/ligagédo
de biomoléculas. Este facto por sua vez, reflete-se num estreitamento e aumento da intensidade da
LSPR, que tera influéncia no valor de indicador de mérito. Assim se justifica a criteriosa caracterizagéo
que foi efetuada na selecdo dos AuNT. A escolha de AuNT com vértices pontiagudos em detrimento
dos truncados (morfologia mais proxima da esférica) € determinante no sentido em que, é

essencialmente em redor dos vértices que o campo elétrico gerado é intensificado.

Em suma, verifica-se que ha uma forte influéncia da morfologia no desempenho de um
biossensor com base em AuNP, sendo que os AuNT apresentam maiores probabilidades de serem

bem-sucedidos enquanto plataformas de deteg¢édo dos sucessivos eventos de ligagdo de DNA.
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5.3.3 Aquisicao e caracterizagao de espectros LSPR das AuNP

A aquisicao dos espetros LSPR de ambos os tipos de AuNP envolveram numa primeira fase,
a selecgéao individual das AuNP. Para esta selecdo e de acordo com indicagdes prévias, escolheu-se
uma zona do chip que fosse representativa de toda a extensdo na grelha, mais propriamente,
relativamente a concentragcdo de AuNP. Seguidamente, selecionou-se arbitrariamente uma zona junto
de um referencial (letra e nimero) e fez-se uma analise por AFM usando o préprio chip como suporte,
com o objetivo de verificar a morfologia das AuNP presentes nessa zona. Depois de confirmada a
geometria e tamanho, os tragaram-se os respetivos espetros de UV-Vis. Constatou-se que os pontos
de luz de cor verde, correspondiam as AuNP-80 e os pontos de luz vermelhos, correspondiam aos
AuNT. Apenas se selecionaram as AuNP que correspondiam as caracteristicas pretendidas, no que diz

respeito ao tamanho e morfologia.

5.3.3.1 Nanoesferas de ouro (AuNP 80 nm)

Os chips cujas amostras depositadas correspondiam a coloides de AUNP-80 apresentavam-se
bastante homogéneas e bem dispersas na imagem captada pelo microscdépio 6tico, relativamente a
concentragdo por nm? de grelha, tendo-se confirmado através de AFM que a populagao predominante
era efetivamente de esferas. As Unicas diferencas observadas entre as AuNP da amostra era o
diametro, variando entre os 70 e os 90 nm, alias informagado comprovada pelas imagens provenientes
de TEM (ver histograma das AuNP-80 na figura 3.1C do Capitulo 3). Estas diferengas de tamanho
observaram-se diretamente através do microscoépio 6tico, ou seja, da cor dos pontos de luz. Verificou-
se que no caso das AuNP esféricas, as cores dos pontos de luz podem ir do verde ao laranja (figura
5.8A), sendo que o verde esta normalmente associado a AuNP-80 e o laranja a mais do que uma sé
AuNP (proximidade entre NP) ou na maioria das vezes, a aglomerados de AuNP, ja que em ambas as

situacdes se verifica uma maior disperséo de luz.
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Figura 5. 8 — A. Imagem de microscopio capturada pela camara CDD de uma zona do chip no qual foi depositado
uma amostra de coloide AuNP-80. A selegdo das AuNP foi feita usando a objetiva de 100x, sendo que os pontos
luminosos marcados com um circulo correspondem a AuNP esféricas com didmetros a rondarem os 80 nm.
Destaque para a AuNP-80 n° 10, onde é visivel a cor verde, caracteristica de AUNP-80. Para efeitos de obtengao
de um espetro individual, atendeu-se a contribuigdo do background medido na zona interna ao circulo branco
“BGD” correspondente. B. Espetro representativo (AuNP-80 n° 10) apds o procedimento de andlise, no qual o valor
da intensidade de dispersao é corrigido, através da eliminagao de interferéncias (tais como a do fundo, da fonte de

luz e a dark current do equipamento).

Depois de confirmadas as caracteristicas das AuNP, mediram-se individualmente os espetros
das AuNP-80 numeradas de 1 a 12. Inicialmente mediu-se a intensidade de luz que estas AuNP
dispersavam; de seguida a do fundo, subtraindo-se o seu valor ao da intensidade de luz dispersa pela
AuNP. Por fim, mediu-se a intensidade da interferéncia da fonte de luz e a dark current do equipamento,
no sentido de serem eliminados e assim se obter o valor de luz dispersa real. Como resultado disso,
para a AuNP-80 n° 10, obteve-se o espetro LSPR da representado na figura 5.8B, espetro esse

semelhante ao do coloide (em solugdo), com banda a rondar os 550 nm 43,

E importante mencionar que a superficie do chip foi ativada através da silanizagdo com APTES
em meio acido. Atendendo ao facto que o revestimento das AuNP-80 sdo moléculas de citrato de sédio,
este procedimento ndo s6 permitiu a adesao rapida das AuNP-80 a superficie (menos de 10 minutos),
como garantiu que as AuNP se mantivessem fixas no mesmo local onde foram depositadas, resistindo
a todas as intervengbes as quais estiveram sujeitas nas diferentes etapas (lavagens, colocagdo no

microscopio, etc.).
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5.3.3.2 Nanotridngulos de ouro (AuNT)

No caso dos chips cujas amostras correspondiam a coloides de AUNT observaram-se alguns
aspetos que as diferenciavam da amostra de AuNP-80; nomeadamente, através do microscopio 6tico
verificou-se uma maior heterogeneidade em todo o chip, tanto ao nivel da localizagao/disposi¢cao das
AuNP, como da sua morfologia. Na maioria das vezes, observou-se uma maior concentracdo de AuUNT
na zona central do chip, possivelmente devido a evaporagao da gota nessa mesma zona, situagao que
impossibilitava em alguns casos, a aquisigao de espetros. Nao obstante, haviam zonas no chip onde a
amostra se apresentava bem dispersa e passivel de se analisar por AFM, resultado disso é a imagem
da figura 5.9.
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Figura 5. 9 — Imagem de AFM (modo intermitente) de uma zona selecionada do chip (grelha N10), onde é possivel
observar inUmeros AuNT imobilizados. Alguns AuNT apresentam uma morfologia mais pontiaguda, enquanto

outros apresentam vértices truncados.

Através da analise da respetiva zona por AFM, concluiu-se que a sua informagao esta de
acordo com a de TEM (ver figura 3.3A do Capitulo 3), comprovando a existéncia de alguma variedade
no que diz respeito as caracteristicas dos AuNT. Esta variedade reflete-se pouco em termos de
tamanho, sendo sobretudo ao nivel das caracteristicas morfolégicas que se verificam as diferencas
mais significativas. Embora quase todas as NPs analisadas fossem AuNT, alguns apresentavam-se
truncados, sendo que esses nao foram considerados para estudos posteriores. Estas diferengas
morfolégicas dificultaram o processo de selegdo dos AuNT, ja que ao microscépio 6tico, os pontos de
luz apresentavam a mesma cor vermelha, surgindo assim numa primeira fase, a necessidade de

recorrer a técnica de AFM para atestar quanto a integridade morfolégica dos AuNT a estudar.

Todavia, com base na figura 5.10A pode afirmar-se que um dos aspetos positivos no pré-
tratamento da amostra foram as centrifugagdes. Estas foram bastante eficazes na remocgao de esferas

que sao formadas durante a sintese, uma vez que praticamente ndo se deteta a presenca de pontos
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de luz verdes. Os pontos de luz laranja dizem apenas respeito a AUNP que estdo demasiado proximas,

dispersando uma maior quantidade de luz.
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Figura 5. 10 — A. Imagem de microscopio capturada pela cdmara CDD de uma zona do chip no qual foi depositado
uma amostra de coloide AuNT. A selegdo das AuNP foi feita usando a objetiva de 100x, sendo que os pontos
luminosos marcados com um circulo branco correspondem a AuNP triangulares com arestas de 90 nm. Destaque
para o AuNT n° 10, onde é visivel a cor vermelha, caracteristica de AUNT com 90 nm de aresta. Para efeitos de
obtencdo de um espetro individual, atendeu-se a contribuicdo do background medido na zona interna ao circulo
branco “BGD” correspondente. B. Espetro resultante apdés um procedimento de analise, no qual o valor da
intensidade de dispersao é corrigido, atraves da eliminacao de interferéncias (tais como a do fundo, da fonte de

luz e a dark current do equipamento).

O procedimento para a aquisigdo dos espetros de UV-vis foi semelhante ao anteriormente
usado, obtendo-se um espetro LSPR para o AuNT n° 10 tal como o representado na figura 5.10B. A
razao pela qual este difere do espetro em solugéo, € que em solugéo, na interacdo dos AuNT com a
luz (ondas eletromagnéticas), ocorre em ambas as dire¢des, transversal e longitudinal; enquanto
quando se encontram depositados numa superficie, apenas o modo longitudinal é considerado. Assim,
em vez de duas bandas SPR a comprimentos de onda de 540 e 750 nm (ver figura 3.3D do Capitulo
3), correspondentes ao modo transversal e longitudinal, o espetro LSPR apresenta apenas uma banda

a rondar os 700-740 nm.
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5.3.4 Preparacgao dos chips-sonda

Apés a identificagdo das AuNP, pretendeu-se modificar a sua superficie através da
funcionalizagdo com DNA, mais concretamente com os oligonucleétidos sem-SNP, SNP5, SNP10 e
SNP20. Este processo ndo exigiu condigbes experimentais diferentes das atmosféricas (p. ex.

temperatura, presséo), sendo que ao longo do tempo a fisiossorgao inicial deu lugar a quimiossorgao.

Os oligonucledtidos mencionados na tabela 5.2, para além da modificagdo —SH no C6 da
extremidade 5’ responsavel pela ligagdo, apresentavam imediatamente a seguir uma sequéncia de 10
adeninas (A) na mesma extremidade. A sua inser¢gdo tem como objetivo promover o impedimento
estérico, isto &, prevenir as interagdes intermoleculares ou intramoleculares entre moléculas de DNA,
dada a sua proximidade e estrutura espacial. Na auséncia da sequéncia poli-A a hibridagao nao ocorre,
uma vez que os oligonucleotidos tém tendéncia a enrolar-se sobre si proprios e/ou a aderir a superficie

da NP, impedindo a sequéncia de estar devidamente acessivel para a hibridagao 4448,

A julgar pelo comportamento das AuNP em solugdo, previa-se que para as AuNP-80 a
funcionalizagédo, ou seja, a troca de revestimentos ocorresse com sucesso. O citrato de s6dio € um
ligando bastante Iabil e a sua interacdo com a superficie do Au é meramente eletrostatica. Além disso,
devido ao facto das cargas de ambos os agentes de revestimento serem negativas, no momento da
troca, as repulsdes eletrostaticas permanecem asseguradas e é garantida a estabilidade coloidal das
AuNP-80.

Contudo, o mesmo comportamento nao era de esperar para os AUNT, uma vez que quando se
tentam funcionalizar com oligonucleétidos em solugdo, a solugdo coloidal acaba por agregar,
imediatamente ou passado algum tempo (dependendo do pH). O CTAB, enquanto agente de
revestimento estd ligado ao AuNT, apresentando uma extremidade carregada positivamente. Na
presenca de moléculas de ssDNA (carga negativa), estas passam a interagir eletrostaticamente com
as moléculas de CTAB. Quando tal sucede, as repulsées entre NP diminuem drasticamente,
neutralizando a carga superficial até ao ponto dos AUNT n&o conseguirem manterem-se estaveis em

solugéo.

De maneira a contornar o problema da agregacdo, a funcionalizagdo efetuou-se em AuNT
previamente imobilizados num chip (substrato de vidro) através da sua face inferior, deixando disponivel
a face superior para funcionalizagdo com as sondas de oligonucleétidos. Embora o CTAB esteja
igualmente adsorvido electrostaticamente ao AuNT, a sua interagdo nao é tao fraca quanto a do citrato
de sédio, e como, para além disso, forma micelas a partir de uma determinada CMC (entre 0,92 e 1,0
mM) 4% é normal que a troca de revestimentos ocorra mais lentamente. A funcionalizacédo deu-se a Tamb,
de forma a garantir que a estrutura formada pelas moléculas de CTAB em redor da AuNP se
desorganize, ao ponto do oligonucleétido tiolado poder penetrar e alcangar a superficie do AuNT,

formando assim a ligagédo dativa entre o S e a superficie de Au.

A titulo de exemplo, apresentam-se na figura 5.11, espetros referentes a funcionalizagao dos
dois tipos de AuNP, esféricas (A) e néo esféricas (B), onde é evidente em ambos os casos um

deslocamento da banda LSPR para comprimentos de onda superiores.
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Figura 5. 11 — A. Espetros LSPR representativos de uma AuNP-80 cujo revestimento antes da funcionalizacéo era
citrato de sddio (linha continua) e depois da funcionalizagéo, oligonucleétido sem-SNP (linha a tracejado). B.
Espetros LSPR representativos de um AuNT cujo revestimento antes da funcionalizagao era CTAB (linha continua)
e depois da funcionalizagéo, oligonucleétido sem-SNP (linha a tracejado). Condigdes da funcionalizagdo das
AuNP imobilizadas no chip: periodo de incubagéo de 15 horas a Tamb numa solugéo de 1 uM de oligonucledétido

sem-SNP.

Embora na figura 5.11A se verifique que apds a funcionalizacdo das AuNP-80 (S=175
nm/RIU), a troca de revestimento de citrato de sdédio para o oligonucleétido sem-SNP provoca em
média, um deslocamento de cerca de 8 nm; a troca do CTAB pelo mesmo oligonucleétido em amostras
de AuNT (S=468 nm/RIU) é detetada por um deslocamento de cerca de 15 nm, o dobro do observado
para as esferas. Esta diferenca deve-se essencialmente a existéncia dos “hotspots” na geometria dos
AuNT (vértices pontiagudos e das arestas), onde se gera um maior confinamento dos campos
eletromagnéticos, aumentando nessas zonas a reatividade e consequentemente, a sensibilidade a

variagdes do indice de refracdo local.

Assim, depois de alterada a superficie de ambas as AuNP, os desvios da banda de LSPR vém
confirmar simultaneamente a alteracdo de revestimento e a formagado de uma nanossonda AuNP-

oligonucledétido sonda.

5.3.4.1 Otimizacao da formacao do chip-sonda usando apenas AuNT

A etapa de preparacao dos chips-sonda nao pode estar dissociada da etapa de hibridagao, dai
que com o intuito de testar a eficacia dos mesmos na detecdo especifica de DNA alvo, procedeu-se a
algumas otimizag¢des que envolveram diferentes tempos de incubagao e a variagdo da concentragao
de 6-MCH. Apesar destes fatores estarem incluidos na fase de preparagao dos chips-sonda, os aspetos
relativos ao sucesso da hibridagao serao discutidos nesta se¢ao. Para além disso, sé constarao os
dados relativos as otimizagdes do chip-sonda utilizando AuNT, sendo que as condi¢des provenientes
dessa otimizagao serao posteriormente aplicadas as AuNP-80 e finalmente serdo comparados os

resultados para os dois sistemas.
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5.3.4.1.1 Tempo de incubagao com oligonucleoétidos tiolados

Depois de mergulhar o chip com os AuNT imobilizados, na solugéo de oligonucleétido sem-

SNP 1 uM, as moléculas tioladas de ssDNA comegaram a adsorver a superficie dos AuUNT.

A funcionalizagao foi acompanhada através da aquisicdo de espetros de 10-12 AuNT aos
tempos de incubagado t = 2, 4, 8, 16 e 24 horas, tendo-se verificado através da figura 5.12 que, ao fim
de 2 horas de incubacdo a Tamb, a adsorcdo de moléculas tioladas de ssDNA provocou um

deslocamento da banda SPR para comprimentos de onda superiores.

O valor médio obtido rondava os 14 nm (AAmax = 13,7 + 3,6 nm) n&o sendo muito diferente dos
registados nos tempos seguintes, ja que ao fim de 24 horas de incubacéo o valor praticamente nao se

alterou (AAmax = 15,4 + 2,8 nm).
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Figura 5. 12 — Deslocamentos da plasménica de ressonéncia (AAmax) em fungao do tempo de incubacgao. Os
valores no gréfico correspondem a uma média de 10-12 AuNT analisados, apés a funcionalizagdo a Tamb cOm uma

solugéo de oligonucledtido sem-SNP 1 puM.

Atendendo a estes resultados preliminares, tudo indicava que a superficie do AuNT ja se
encontraria totalmente revestida ao fim de 2 horas, tendo-se optado por testar este chip-sonda num
ensaio de hibridagdo. Verificou-se, no entanto, que apds a hibridagdo ndo s6 ndo ocorria deslocamento,
como a banda LSPR voltava a sua posic¢ao inicial, isto €, o seu comprimento de onda maximo coincidia

com o obtido na sua caracterizagdo inicial para AuNT ainda na presenga de CTAB.

Apébs este resultado, questionou-se quanto a eficacia da ligacdo oligonucle6tido-AuNT e
concluiu-se que tal como em outros trabalhos que envolvem a funcionalizagdo de AUNP com DNA, este
processo compreende duas etapas: na primeira (ao fim de 2 horas) as moléculas tioladas de ssDNA

estdo de facto depositadas a superficie, no entanto, a adsorgao é ainda de natureza electroestatica,
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devido as cargas opostas dos agentes de revestimento, positiva no CTAB e negativa no ssDNA. Na
segunda etapa, ambas as moléculas passam por um rearranjo lento, durante o qual o oligonucleétido

se liga através do grupo tiol a superficie do AuNT.

Aparentemente, a adsorgao electroestatica ndo é suficientemente forte para suportar as
condigdes experimentais da etapa da hibridagao, levando a remogao do oligonucleotido. Ao contrario
da adsorgao, a interagédo dativa embora ocorra de forma lenta € mais eficaz, atingindo um patamar ao

fim das 16 horas, garantindo-se assim que toda a superficie esta revestida de ssDNA.

5.3.4.1.2 Incubagao com o alcanotiol 6-MCH

Antes de se averiguar a importancia da incubagdo com 6-MCH apds a funcionalizagdo dos
AuNT, deve ter-se em consideragao que devido a elevada sensibilidade que estas AUNP manifestam,

é de esperar que qualquer alteragao na sua superficie conduza a deslocamentos da banda plasmonica.

A solugéo onde foi mergulhado o chip continha o oligonucleétido sem-SNP diluido em tampéao
fosfato a concentragdo de 1 M. Assim, de forma a avaliar isoladamente a contribuicdo de cada um
destes componentes, procedeu-se a incubagdo em paralelo de dois chips (A e B) durante 16 horas;
respetivamente um com tampéo fosfato 1 M e outro com o oligonucleétido sem-SNP 1 uM diluido em
agua. A figura 5.13 resume a influéncia de todos os componentes intervenientes nas diferentes fases

da preparacao dos chip-sondas usados na otimizagédo do biossensor.

Passado o periodo de incubacéo, registou-se para o chip-sonda A, um deslocamento de cerca
de 4 nm (AAmax = 4,1 £ 0,6 nm), que comparativamente ao valor obtido para o chip-sonda B de cerca
de 15 nm (AAmax = 15,2 £ 2,8 nm), nas mesmas condigdes, € um valor considerado baixo (cerca de

30%), sendo apenas referido como controlo.
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Figura 5. 13 — Deslocamentos de ressonancia plasmoénica (AAmax) em fungao dos elementos intervenientes
na funcionalizagdo dos AuNT. Condi¢cbes experimentais: 16 horas de incubagao em solu¢do de tampéo fosfato
1 M (A); solugéo aquosa de oligonucledtido sem-SNP 1 uM (B); chip-sonda B apds incubagéo com solugdo de 6-
MCH 1 mM (C); chip-sonda B apés incubagdo com solugdo de 6-MCH 5 mM (D). As restantes barras a direita
correspondem aos desvios causados apés a funcionalizagdo com os oligonucledtidos alterados na posigdo 5
(SNP5), 10 (SNP10) e 20 (SNP20), as mesmas condigbes mencionadas para o chip-sonda B. Cada barra

representa o valor médio de AAmax nas medigdes efetuadas a 10-12 AuNT.

De acordo com a cinética da funcionalizagéo, ao fim de 16 horas o chip-sonda B demonstrava
estar totalmente revestido e, por conseguinte, apto para a hibridagdo. Desta forma ter-se-a procedido
a um ensaio de hibridagdo com DNA alvo sintético com sequéncia complementar, tendo-se chegado a
conclusdo que esta ndo ocorria, devido a auséncia de deslocamento. Por esse motivo, repetiu-se o
processo usando os chips-sonda C e D, os quais foram sujeitos, para além da incubagdo com o
oligonucleétido sem-SNP, a uma incubagéo adicional com uma solugédo de 6-MCH de 1 e 5 mM,

respetivamente.

A fungédo deste alcanotiol é formar uma monocamada mista 6-MCH/DNA que impeca a
adsorgao inespecifica de cadeias ssDNA a superficie das AuNP. Este processo ocorre através da
remogéo dos oligonucleétidos que estejam adsorvidos por zonas de contacto cujas interagdes sao
muito fracas %°, melhorando simultaneamente a acessibilidade dos oligonucleétidos imobilizados para

as sequéncias alvo complementares e consequentemente a eficacia dos eventos de hibridacao.

Analisando-se os respetivos deslocamentos presentes na figura 5.13, observou-se que a
concentragdo mais alta (chip-sonda D, MCH a 5 mM), o valor obtido foi bastante elevado (AAmax = 23,8
+ 2,8 nm) comparativamente ao do chip-sonda B, existindo provavelmente um excesso de 6-MCH a

superficie do AUNT. Em contrapartida no caso do chip-sonda C (MCH de 1 mM), embora se verifique
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um deslocamento superior aos 15,3 nm do chip-sonda B (AAmax = 16,3 £ 3,1 nm), o valor parece ser
mais aceitavel, dado que para todos os efeitos, o Rl mudou. Levantou-se assim a hipotese de que a
concentragdo de 5 mM, o racio MCH/DNA seria demasiado superior ao desejado e em vez de se formar

uma monocamada mista, poder-se-ia estar a remover oligonucleétidos.

Esta hipétese foi confirmada depois do ensaio de hibridacdo, uma vez que a concentragao de
5 mM, a hibridagdo ocorria, no entanto, o deslocamento era reduzido quando comparado com o
observado para a concentragdo mais baixa de 6-MCH 1 mM (ver figura 5.15 seguidamente, na secg¢ao
5.3.5.1.1).

Outro aspeto a referir € o facto de, independentemente da sequéncia dos oligonucleétidos
(bases diferentes nas posicdes 5, 10 e 20), o Rl ndo sofre qualquer alteragdo. Como se trata do mesmo
“meio”, a mesma concentragao, o impacto da alteragdo de 1/20 bases nao é suficiente para contribuir
para que a luz disperse num angulo distinto. Os valores de AAmax correspondentes rondam todos os 15-
16 nm, concluindo-se, portanto, que apenas a natureza e concentragdo de um novo constituinte no

ambiente quimico da NP faz mudar o RI.

Em suma, a presencga de ides fosfato, oligonucleétidos e do 6-MCH ¢é detetada pelos AuNT,
isto é, sempre que se muda o meio de refragdo. Para além disso, a concentracdo dos mesmos pode

ser igualmente monitorizada através dos deslocamentos provocados.

5.3.5 Hibridagao dos chips-sonda com alvos de DNA

A forma de avaliar o método proposto para a detecdo de sequéncias especificas de DNA foi
através da analise do comprimento de onda da banda LSPR, antes e depois da reagéo de hibridagao,
mais concretamente, verificar se ocorre deslocamento. Para o efeito, atendeu-se ao comprimento de
onda maximo (Amax) da banda LSPR caracteristica da nanossonda e, de acordo com a natureza da
amostra, espera-se uma resposta do tipo “sim” ou “nao”, associado ao facto de a hibridagao ter ocorrido

ou néo.

De acordo com os esquemas da figura 5.14, prevé-se que no caso do alvo de DNA ser
complementar a nanossonda imobilizada no chip, a ligagao ao ser especifica com a sequéncia de bases
de interesse, contribui para um desvio para o vermelho. Isto ocorre devido ao aumento da quantidade
de DNA a superficie do AuNT fazer com que esta disperse mais luz (espetro da figura 5.14A). Em
contrapartida, se o alvo de DNA é nao complementar, ndo ocorre emparelhamento em nenhuma zona

da sequéncia, inviabilizando a alteracao da ressonancia plasmonica (figura 5.14B).
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Figura 5. 14 — Representacdo esquematica de um ensaio de detecdo e respetivos espetros LSPR.
Deslocamentos da ressonéancia plasmonica relativos ao chip-sonda C (oligonucleétido sem-SNP 1 yM + 6-MCH 1
mM) na presenga de DNA alvo de sequéncia complementar (A) e ndo complementar (B). A linha continua a preto
em ambas as figuras corresponde ao espetro dos AuNT revestidos por CTAB; a linha tracejada ao espetro LSPR
do chip-sonda C antes da hibridagdo; a linha vermelha em A corresponde ao espetro depois da hibridagao com o
alvo complementar (1 uM) e a linha azul em B corresponde ao espetro depois da hibridagédo na presencga do alvo

ndo complementar (1 uM). A reagéo de hibridacdo ocorreu & Tams durante 3 horas usando o tampé&o SSC (2x).

5.3.5.1 Hibridagao dos chips-sonda com ssDNA sintético

5.3.5.1.1 Otimizagao das condig6es de rigor na reagao de hibridagao (e da concentragao de 6-MCH)

com chips-sonda de AuNT

As condicdes de rigor de hibridagéo influenciam o desempenho de uma reacgéo de hibridagéo.
Em situagdes em que é necessario um alto desempenho, isto €, hibridagdes com elevado rigor, como
€ o caso, a temperatura a que decorre a hibridagao, bem como o tempo incubagao com o alvo de DNA
e a concentragao de sais envolvidos sao fatores que devem ser testados. Embora o alcanotiol 6-MCH
nao faga parte dos parametros de avaliagao do rigor em eventos de hibridagdo, uma vez que se esta a
desenvolver um biossensor com recurso a AuNP, a sua utilizagédo revela um elevado impacto no seu

desempenho, ou seja, na discriminagao dos alvos complementar e ndo-complementar.

Nesse sentido recorreram-se apenas aos alvos sintéticos (ssDNA) e s6 apos otimizacao das
condi¢cdes experimentais € que se procedeu aos ensaios com as amostras de produtos de PCR

(dsDNA), provenientes de amostras clinicas.

Como os alvos utilizados nesta fase de otimizagao s&o oligonucleétidos sintéticos com 50 bp,
ou seja, moléculas de DNA de cadeia simples, o passo de desnaturagéo foi ignorado. Como tal,

procedeu-se apenas a variagdo controlada da temperatura para dois valores, 37 °C e 25 °C (Tamb),
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respetivamente. Em questdes de temperatura, (anexo V, nas tabelas A5.1 e A5.2) concluiu-se que
nao s6 a hibridagdo com ssDNA alvo ocorreu sem qualquer limitagdo a Tamb, COMO provocou
deslocamentos mais consistentes com ambos os alvos (especialmente com o ndo-complementar) ao
fim de 3 horas.

Adicionalmente, efetuaram-se ensaios nos quais se procedeu a variagdo das concentragdes de
tampédo SSC e 6-MCH, respetivamente. Os resultados obtidos apresentam-se no grafico comparativo
da figura 5.15.

A 33,5 B 34,7

AN ./ nm

10
5
-1,2 17 0,98
0 7
-5 4 Complementar N&o-Complementar Complementar N&o-Complementar
-10

@5 mM MCH (chip-sonda D)
@1 mM MCH (chip-sonda C)

Figura 5. 15 — Efeito das condigGes de rigor durante a reacao de hibridagdao e da concentragao de MCH.
Deslocamentos de ressonancia plasmonica (AAmax) calculados depois da reagéo de hibridagdo com alvos ssDNA
complementares e ndo complementares a Tamb, por um periodo de incubagéo de 3 horas. (A) SSC 5x concentrado;

(B) tampao SSC 2x concentrado. Cada barra corresponde a aquisicdo e analise de espetros UV-Vis de 12 AuNT.

Com base nos resultados apresentados grafico anterior constata-se que &, inequivocamente,
através da concentragdo mais baixa de 6-MCH (1 mM) que o biossensor fornece respostas com maior

discriminagao dos alvos.

Quando se comparam os valores de deslocamento provocados pela ligagdo do alvo ssDNA
complementar, verifica-se que uma menor concentragdo de MCH induz em média um deslocamento
superior, cerca de mais de 10 nm. Estas diferengas manifestam-se sobretudo na presenca do alvo
complementar, indicando que uma maior quantidade de ssDNA esta a ligar-se a nanossonda. Em
contrapartida, nao se verificam diferengas significativas quanto aos alvos ndo complementares, estando
ambos muito proximos de zero.
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No que diz respeito a concentragcdo de sais, nomeadamente de cloreto e citrato de sédio,
(tampéo SSC) embora ocorra simultaneamente hibridagéo e discriminagdo dos alvos em ambos os
ensaios (A e B), de acordo com os valores obtidos, € na presenga de uma concentragdo mais baixa de

tampé&o SSC (2x concentrado) que a hibridagdo apresenta melhor desempenho.

Este desempenho é superior devido ao facto de se verificar um maior deslocamento da banda
plasmoénica, consequéncia da ligagcdo complementar de mais cadeias de ssDNA (maior concentragédo
de DNA, maior alteragao do RI). Por outro lado, na presenca do alvo de ssDNA n&o-complementar ndo
se regista qualquer alteragédo, em termos de comprimento de onda da banda plasménica. A explicagao
para o sucedido é o facto de ndo ao nao existir complementaridade das sequéncias envolvidas, a

hibridagao n&o ocorre.

O chip-sonda C é, portanto, o transdutor cujas caracteristicas revelam, no geral, um melhor
desempenho na hibridagédo e discriminagdo dos alvos complementar e ndo-complementar, tal como
confirmado tanto pelas evidéncias aqui apresentadas, como pelas ja referidas anteriormente (figura
5.13 da secgao 5.3.4.1.2). As condigbes da hibridagdo cujos resultados foram mais promissores,
incluiam temperatura e tempo de incubagao dos alvos ssDNA, de 25 °C e 3 horas, respetivamente,

assim como um meio salino 2x concentrado em tampéo SSC.

5.3.5.2 Hibridagao dos chips-sonda C (AuNT e AuNP-80) com produtos PCR provenientes de
amostras clinicas

Otimizadas as condi¢des envolvidas na preparagao do chip-sonda C de AuNT, assim como as
de hibridagao, na detecéo de alvos de ssDNA de 50 bp, procedeu-se seguidamente a sua aplicagao na
detecao de eventos de hibridagdo com alvos de produtos de PCR (dsDNA). Este processo foi repetido

também para chips-sonda de AuNP-80 nas mesmas condigdes do chip-sonda C.

Com o intuito de uma posterior comparagao do desempenho de ambos os biossensores (AUNT
e AuNP-80), todos os procedimentos e condicées experimentais foram escrupulosamente repetidos em
cada caso. A Unica alteragdo efetuada, foi a insercdo de mais um passo, nomeadamente a
desnaturagdo dos fragmentos de dsDNA. No entanto, esta desnaturacdo ocorreu de forma
independente ao sistema, nao interferindo ou prejudicando assim a ocorréncia ou sucesso da

hibridacao.

Com base na tabela 5.4, onde constam os resultados obtidos nas detegdes envolvendo
produtos de PCR, é evidente o sucesso da hibridagcdo com ambos os biossensores. As sucessivas
lavagens dos chips-sonda garantem que todos os fragmentos de DNA nao hibridados sao removidos

da superficie das AuNP.
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Tabela 5. 4 — Deslocamentos de ressonancia plasmodnica (AAmax) apds a reacao de hibridagéo dos chip-sondas
(preparados as mesmas condigdes do chip-sonda C para ambas as AuNP) com produtos de PCR, com sequéncia
complementar (C) e ndo complementar (NC). Condicdes de hibridagdo previamente otimizadas (3 horas a 25 °C

com SSC 2x e 1 mM de MCH). Cada valor representa a média de valores obtidos para 10-12 AuNT.

Chip-Sonda DNA alvo AAmax/ nm
Produto PCR (dsDNA)

AuNT C 216+28
NC -0,4+0,1

AuNP-80 C 13,5+ 2,1
NC -32+14

Se por um lado, o chip-sonda de AuNT discrimina especificamente os dois alvos, o chip-sonda
de AuNP-80 também o faz, embora o desvio provocado na presenga do alvo complementar seja cerca
de metade do valor obtido para o primeiro. A total auséncia de desvios observados na hibridagédo com
o alvo ndo complementar atribui caracteristicas de elevada especificidade e seletividade a ambos os
biossensores. A discrepancia verificada ao nivel dos desvios obtidos nos ensaios com 0 mesmo alvo
complementar pode estar relacionada com o facto das AuNP, dada a sua morfologia distinta,
apresentarem diferentes sensibilidades ao RI do meio. Ao existir uma maior concentragao dos campos
magneéticos dipolares nos vértices dos AuNT, leva a que se dé a sobreposi¢cao de varias ressonancias
plasmonicas, tornando neste caso a banda plasmoénica longitudinal dos AuUNT bastante mais sensivel

a alteragdes ao seu meio do que as AuNP-80 que apenas apresentam uma banda LSPR.

Para além disso, procedeu-se a comparagao do desempenho do mesmo chip-sonda na
presenca de alvos de origens e dimensdes diferentes. A detecdo de DNA com alvos de origem sintética
(50 bp) ou com produtos de PCR (345bp) revelou que hibridacdo é mais eficaz na presenca do DNA
sintético, uma vez que causou um maior deslocamento. As diferengcas observadas revelaram um maior
desvio da ressonancia plasmoénica provocado na presenca de DNA alvo sintético (35 nm),
possivelmente devido ao facto do oligonucleétido presente no chip-sonda e o alvo sintético possuirem
sensivelmente do mesmo tamanho. Ao passo que o produto de PCR provocou um desvio de 20 nm,
como é cerca de 17x o tamanho do oligonucleétido, este facto podera causar um impedimento estérico

que dificulta a ocorréncia da hibridagéo.

5.3.5.3 Influéncia da alteragcdao e localizacao de um nucleétido nao compativel na sonda

complementar ao alvo, na eficiéncia da dete¢do de eventos de hibridacao (chips-sonda de AuNT)

A preparacgao dos chips-sonda com os oligonucledétidos alterados foi realizada de acordo com
as condigbes experimentais otimizadas estabelecidas para o oligonucleétido sem-SNP, dadas as
semelhangas anteriormente observadas nos deslocamentos de ressonancia plasmonica (ver figura
5.13 da seccao 5.3.4.1.2).
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Os oligonucledtidos apresentavam alteragbes efetuadas em laboratério, em trés locais
diferentes, nomeadamente: SNP5 (junto da extremidade terminal 5', perto do enxofre e, portanto, da
superficie do AUNT); SNP10 (a meio da sequéncia) e SNP20 (na ultima base, junto da sua extremidade

3' terminal).

Com base num estudo exaustivo da eficiéncia do chip-sonda de AuNT na detegao de eventos
de hibridacao, utilizaram-se trés chips-sonda com as sequéncias mencionadas, ao mesmo tempo que
se tentou averiguar de que forma o seu posicionamento tem influéncia na hibridagdo com alvos
complementares sintéticos (50 bp). Os resultados obtidos relacionados com este estudo comparativo
estdo apresentados na tabela 5.5.

Tabela 5. 5 — Deslocamentos de ressonincia plasménica (AAmax) apos reacdo de hibridagdao das
nanossondas com alvos complementares de DNA sintético. As sequéncias das sondas foram alteradas num
nucleoétido, localizado na posi¢do 5, 10 e 20; aplicagdo das condigbes de hibridagédo previamente otimizadas. Cada

valor representa a média de valores obtidos para 10-12 AuNT.

Sondas AAmax / nm
SNP5 41+27
SNP10 11,7141
SNP20 347+24

No ensaio com o chip-sonda formado por AuNT funcionalizados com o oligonucleétido SNP5
observou-se um deslocamento médio da ressonancia plasmoénica de 4,1 = 2,7 nm, indicando uma
hibridagao pouco eficiente, ou seja, a quantidade de ssDNA que ligou foi demasiado baixa. A existéncia
de um nucledtido incompativel com o alvo, tdo perto da extremidade 5' (junto a superficie do AuNT)
conduz a nao-complementaridade de mais de 75% da sequéncia alvo. De facto, das 20 bases
complementares presentes no alvo, a probabilidade de as 4 primeiras ligarem especificamente é muito
menor, pois como se trata de uma SAM hibridagao do resto da sequéncia é dificultada.

Com a alteragdo a meio da sequéncia, na posicdo 10, a reacdo conduz a uma maior
percentagem de moléculas ssDNA hibridadas, traduzindo-se num deslocamento de ressonéncia médio
de 11,7 £ 4,1 nm. Este valor sendo que é um pouco mais do dobro do anterior, esta em acordo com o
maior numero de bases que se ligam ao alvo.

Por ultimo, quando o SNP esta localizado na base da extremidade 3' (mais afastado do AuNT)
nao se regista praticamente qualquer diferenga entre o valor de deslocamento de ressonancia obtido
com o oligonucledtido alterado e o oligonucleétido totalmente complementar (32,4 + 2,6 nm e 34,7 +
2,6 nm, respetivamente). Deste modo, a existéncia de um nucledétido incompativel nesta posi¢do nao
parece afetar a hibridagdo com o alvo de ssDNA, na medida em que 19/20 bases ligam

especificamente.
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5.4 Conclusodes e consideragoes finais

A formacao e utilizagao de chips-sonda usando AuNT para a detecdo de eventos de hibridagao
foi alcangada com sucesso. Apds varias etapas de otimizacdo das condi¢gdes experimentais inerentes
a sua preparacgao, concluiu-se que a funcionalizacdo deve compreender periodos de incubagao a
temperatura ambiente de no minimo 16 horas. Isto porque ao fim de 2 horas, embora tudo indicasse
que a superficie ja se encontrava totalmente revestida e saturada em oligonucleétidos, dado que ao
longo do tempo (até 24 horas) nao se registaram desvios de ressonancia plasmonica significativos;
quando se procedeu a reagao de hibridagdo e a analise dos resultados, percebeu-se através dos
espetros LSPR que ndo s6 n&o tinha ocorrido a hibridagdo, como todos os oligonucleétidos tinham sido
completamente removidos da superficie. Ao fim de 2 horas, os oligonucleétidos ndo estavam ligados
pelo grupo tiol, apenas electrostaticamente adsorvidos a superficie, ao passo que ao fim de 16 horas,
para além da interagdo ja apresentar um carater covalente-dativo, os oligonucleétidos possivelmente

estariam mais organizados ao redor dos AuNT.

A incubacéo adicional do chip contendo os AuNT funcionalizados numa solu¢édo de 6-MCH foi
imprescindivel para ocorrer detegéo e discriminagao das sequéncias de DNA. O alcanotiol tem aqui o
papel de promover a formagao de uma SAM mista alternada. Esta SAM “mista” impediu que os
oligonucledtidos interagissem inespecificamente entre si, o que poderia ter constituido um obstaculo a
reagao de hibridagao, uma vez que estas nao teriam as suas sequéncias disponiveis para os alvos. A
determinagao da concentragao de 6-MCH ideal correspondeu a quantidade minima de moléculas que
nao causasse desvios, ou seja, ndo provocasse alteragcbes significativas no Rl dos AuNT. A
concentracao so ficou estabelecida, apds validagao através de ensaios de hibridagao com chips-sonda,
tendo-se chegado a conclusado que a incubagao numa solugdo de 6-MCH 1 mM, ndo sé melhorava o

desempenho da detegdo como a discriminagao dos alvos, fossem eles sintéticos ou produtos de PCR.

Em suma, as condi¢des de preparagao do chip-sonda que provocaram maiores deslocamentos
de ressonancia plasmonica, ou seja, que revelaram uma maior eficiéncia na detecao, refletida na
percentagem de alvos hibridados, foram: 16 horas de incubag¢ao com oligonucleétido 1 uM + 1 hora
de incubagao com 6-MCH 1 mM. As condig¢des da hibridag¢éo cujos resultados foram mais promissores
incluiam temperatura (25 °C) e tempo de incubagao 3 horas com os alvos ssDNA, assim como um

meio salino 2x concentrado em tampao SSC.

Embora os processos de otimizagdo envolvidos na preparagado dos chips-sonda e do seu
desempenho na detecdo de DNA em eventos de hibridagdo tenham sido apenas realizados para os
AuNT, a aplicacdo dos parémetros experimentais estabelecidos para esta morfologia foi estendida
também as AuNP-80. Apesar dos resultados terem sido ambos favoraveis e promissores, na medida
em que foi possivel detetar e discriminar os alvos de DNA, os deslocamentos causados ao nivel da
banda de ressonancia plasmoénica das AuNP-80 foram de menor valor absoluto, relativamente aos dos
AuNT. O facto do desempenho dos chips-sonda a base de AuNT ter sido superior aos seus homdélogos
de AuNP-80, veio de facto confirmar as expetativas geradas em volta do presente estudo,
nomeadamente no que diz respeito a vantagem da utilizacdo de NP ndo esféricas em detrimento das

esféricas. Trabalhos semelhantes desenvolvidos com NP de geometria triangular 157, 202, 213, 214
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suportaram a teoria, demonstrando que este tipo de AuNP adequa-se melhor a sistemas de
biorreconhecimento em superficie. A sensibilidade ao Rl destes biossensores depende sobretudo da
existéncia de extremidades pontiagudas ou bem definidas na sua superficie, ou seja, de zonas onde
ha uma maior interagdo entre ressonancias plasmonicas, que por sua vez, originam campos elétricos
mais fortes. Portanto, quanto menos truncados fossem os vértices dos AUNT e menos curvas as suas
arestas, mais sensiveis estas nanoestruturas demonstraram ser enquanto transdutores 6ticos. Os
resultados obtidos na detecado das sequéncias de DNA foram também corroborados pelos valores de
sensibilidade estimados em solugao, para ambas as AuNP. Estes indicaram através da medicéo do Rl
de misturas de cada tipo de AuNP com glucose, que as mesmas concentragbes de glucose, os
deslocamentos de ressonancia plasmonica causados com os AUNT eram em média 3x superiores aos

registados com as AuNP-80.

A detecgao especifica de sequéncias de DNA em eventos de hibridagdo com os chips-sonda a
base de AuNT ocorreu favoravelmente tanto com os alvos de DNA sintético como com os produtos de
PCR. Contudo, verificou-se uma maior percentagem de alvos hibridados na presenca de alvos
sintéticos, face aos produtos de PCR. O estabelecimento de ligagdes nao especificas causadas pelo
tamanho do produto PCR pode estar na base do problema, uma vez que ha uma maior probabilidade
de emparelhamento em zonas que ndo sejam a de interesse. Por fim, concluiu-se também que a
existéncia de SNP estrategicamente colocados na sequéncia da sonda, afetou a detegcdo das
sequéncias especificas de DNA. Assim, quanto mais junto da superficie do AuUNT estava posicionado
o SNP, mais a reagéo de hibridagao foi inibida. Em contrapartida, quando o SNP estava na extremidade
oposta a superficie do AuNT, parece nao ter comprometido a detegcao, sendo que o desvio obtido foi
sensivelmente o0 mesmo do que foi observado para a sequéncia totalmente complementar, ou seja,

sem qualquer alteracgao.

Embora este biossensor tenha dado origem a resultados altamente promissores e o mecanismo
da hibridagdo de sequéncias de DNA esteja bem estudado e otimizado, o préprio sistema
nanotecnoloégico, ou seja, a plataforma de biorreconhecimento, carece ainda de aperfeicoamento
técnico. A analise (selecao e aquisicdo dos espetros) foi quase toda efetuada manualmente, sendo que
para se obter uma quantidade de dados que fosse estatisticamente relevante, os processos requerem
demasiado tempo. Neste momento, enquanto técnica de biodetegao a escala de uma empresa é ainda
muito dispendiosa em termos de equipamento e acima de tudo, como foi mencionado, de tempo. No
entanto, atendendo a rapida expansao e evolugao tecnoldgica e ao facto de se caminhar no sentido de
automatizar os processos de analise de dados, estes poderdo ser alguns bons argumentos para se
usar este tipo de sistema, muitas vezes integrado em dispositivos com fungdes complementares,
possiveis solugdes para biossensores de DNA ou de um outro componente bioquimico (enzimas,

proteinas...).
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Foi apresentada no capitulo 2 uma proposta de otimizagdo do protocolo vigente de
sequenciagao de Sanger utilizado pela STAB-Vida na determinacéo de genotipos associados ao SNP
C/T-13910, responsavel pela IL. Das amostras clinicas disponiveis em cartdes FTA, com gendtipos
previamente identificados, selecionaram-se exemplares de ambos os tipos, homozigéticos (CC ou TT)
e heterozigoticos (CT). As alteragdes efetuadas ao protocolo anterior basearam-se na utilizagdo de
diferentes concentragdes de primers na reagao de amplificagao por PCR e no seu uso direto na reagao
de sequenciagao. O resultado final correspondeu na totalidade as expetativas, uma vez que a aplicagao
da técnica de PCR assimétrico conduziu a formagéo do fragmento de dsDNA que continha o SNP C/T
-13910. Precisamente por ser uma reagao assimétrica, o produto desta reacao para além do fragmento,
inclui ainda uma determinada quantidade de um dos primers (ndo consumido) que servira para dar
inicio a reagdo de sequenciacdo, sem necessitar de purificar o produto. Apdés a analise dos
fluorogramas foi possivel confirmar através da reatribuigdo do gendtipo que a reagédo de sequenciagao
direta tinha ocorrido com sucesso. Uma vez que os fragmentos de PCR seriam posteriormente
utilizados como alvos de dsDNA nos sistemas nanotecnolégicos, esta otimizagdo néo sé foi vantajosa
no decurso do trabalho, como para a empresa que, apds a sua implementacao, podera ver os custos
associados ao teste genético da IL decrescerem cerca de 12% (menos 1 €/analise, face ao protocolo

anterior).

Para o desenvolvimento dos sistemas nanotecnoldgicos propostos recorreu-se ao uso de AUNP
enquanto transdutores o6ticos. Visto que um dos grandes objetivos deste projeto de doutoramento foi
averiguar o desempenho dos nanobiossensores baseado na morfologia da AuNP, no capitulo 3
sintetizaram-se através de reagdes de redugdo quimica, AuNP esféricas com diferentes tamanhos (15
e 80 nm) e AuNP n&o esféricas (nanotridngulos e nanoestrelas). Embora os métodos quimicos
utilizados para a sua obtencédo tenham sido baseados em procedimentos descritos na literatura; os
relativos a sintese das AuNP esféricas, uma vez que se encontram otimizados, foram implementados
e escalados para maiores volumes com sucesso. Em contrapartida, os métodos adotados para a
sintese das AuNP nao esféricas que derivam de abordagens que visam um crescimento mediado por
seeds, necessitaram de alguns ajustes as condi¢bes descritas, de modo a obterem-se AuNP com as
caracteristicas e dimensdes pretendidas. Aspetos como a reprodutibilidade e repetibilidade entre
sinteses foram assegurados através do controlo preciso i) do tamanho das seeds e da agitagao
(homogeneizagéo), ii) do pH das solugdes e intensidade de luz, para as sinteses de AuNS e AuNT,
respetivamente. Em contexto laboratorial, 0 aumento de escala destas reagdes quimicas foi alcangado
com éxito. Praticamente todos os métodos abordados neste trabalho requerem processos mecanicos
que garantam a homogeneizagédo das misturas reacionais, o que tem implicagdes diretas na redugao
do ouro e consequentemente, na formagao das AuNP. A agitagdo, por exemplo, que contribui bastante
para a diminuigdo da polidispersdo de tamanhos e para o crescimento controlado das AuNP, é um dos
fatores essenciais para assegurar a reprodutibilidade das sinteses. No entanto, sabe-se que o0 aumento
da poténcia de agitagdo gera calor, calor esse que, ao ser transferido para a solugao, faz aumentar a
temperatura do meio reacional constituindo assim uma limitagdo na sua implementacdo. De facto,
variagdes na temperatura reacional podem causar alteragdes das caracteristicas das nanoparticulas

obtidas ou podem até mesmo impedir a ocorréncia da reagao.
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Com as AuNP ao dispor, desenvolveram-se no capitulo 4 dois nanobiossensores em solugao
utilizando AuNP esféricas (AuNP-15) e AUNP em forma de estrela (AuNS), com o objetivo de comparar
o seu desempenho na detegcdo do SNP C/T -13910. Este estudo surgiu na sequéncia de um trabalho
anteriormente desenvolvido para a STAB-Vida, no qual se elaborou um biossensor colorimétrico com
base na agregacao de AuNP esféricas, segundo um método non-crosslinking. Através da alteragdo das
propriedades oticas das AuNP decorrente da adicdo de um eletrdlito, o biossensor desenvolvido
permitiu detetar acidos nucleicos (SNP e mutagdes) em amostras humanas. No presente trabalho

recorreu-se a mesma abordagem, adequando o sistema para o alvo da IL.

As AuNP (AuNP-15 e AuNS) depois de funcionalizadas com oligonucleétidos tiolados
(nanossondas-15 e nanossondas-S) foram usadas para detetar e discriminar entre amostras de DNA
(produtos de PCR) homozigéticas, complementares as que continham o SNP. Durante a caracterizagéao
e otimizagao das nanossondas concluiu-se que tanto as nanossondas-15 como as nanossondas-S com
sequéncias nucledtidicas maiores (20 bases) e razdes [oligonucledtido: AuNP] de 1:150 e 1:250,
respetivamente apresentam melhor eficiéncia de discriminagéo. Os resultados de cada ensaio foram
obtidos em menos de 4 horas, incluindo a preparagdo da amostra por amplificacdo por PCR. As
vantagens mais relevantes do uso de AuNS neste tipo de biossensor colorimétrico face as AuNP-15
s&0 a sensibilidade associada as AuNP n&o esféricas e o facto de as cores da nanossonda-S antes e
depois da agregacdo, na gama de comprimentos de onda nos quais estes ensaios foram efetuados,
permitirem um tipo de resposta menos ambigua do que a apresentada com as AuNP-15 (vermelho-
lilds-roxo). As LSPR correspondentes as extremidades pontiagudas das AuNS, como absorvem em
comprimentos de onda muito préximos do infravermelho, apresentam uma ressonancia plasmonica
muito mais forte, conferindo-lhes maior sensibilidade. Este aspeto foi validado através da detecao
colorimétrica “a olho nu” para menores concentragdes de DNA alvo (6-9 ng/uL). Para além disso, na
presencga do alvo com o SNP C/T -13910, a nanossonda-S que apresentava cor azul na auséncia de
sal agrega, o que faz com que a LSPR se desloque para comprimentos de onda fora da gama do visivel
(~810 nm), traduzindo-se numa solugéo incolor. Este fendmeno remete para a criagdo de um sistema
colorimétrico de resposta “sim / nao” associado respetivamente, a presenga ou auséncia da cor azul,
representando assim uma abordagem mais fidedigna para ser aplicada em dispositivos 6ticos, face a

homadloga com AuNP esféricas.

Embora os resultados com a nanossonda-S sejam bastante promissores na detecdo de
amostras homozigdticas, até se alcangar a sua implementagdo num sistema POC é imperativo avaliar
a possibilidade de detetar de igual modo, amostras heterozigoticas. Este método colorimétrico pode
ainda beneficiar da adaptagao de instrumentos de deteg¢do no infravermelho ou mesmo da utilizagao
adicional de outro tipo de morfologia de AuNP, nomeadamente de um sistema com multissondas. O
estabelecimento das condigdes de preparagdo das nanossondas-S e dos parametros inerentes aos
ensaios de detecao resultaram da aplicagédo das suas homoélogas otimizadas para as nanossondas-15.
Como tal, este novo sistema beneficiaria de uma otimizagdo mais especifica as caracteristicas das
AuNS, de modo a se alcangar maior especificidade, diminuigdo dos LOD e do tempo decorrido desde

0 processamento da amostra até a validagdo do teste. Para validar completamente este estudo é
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igualmente necessario efetuar-se um estudo estatistico com base em testes “cegos”, isto é, nos quais

nao se sabe qual o gendtipo de cada amostra.

Nos ultimos meses deste projeto avangou-se, ainda que de forma bastante preliminar, com a
tentativa de transposigao destes testes colorimétricos (utilizando as nanossondas-15) em solugao para
dispositivos de microfluidica digital. Esta parceria com o CENIMAT/I3N (Professor R. Igreja) teve como
objetivo testar a estabilidade coloidal das nanossondas no dispositivo-prototipo através da agregacao
destas com sal e ainda a indugdo do movimento das gotas na mesma, a fim de avaliar a viabilidade da
transposicao do teste para uma plataforma de microfluidica digital. Para a avaliagdo da agregacao,
embora tenham sido propostos trés tipos de medidas distintas: colorimétrica (RGB), impedancia e

angulo de contacto, a medigdo do angulo de contacto revelou ser a mais promissora.

Entretanto, devido ao facto de se terem enfrentado inimeras dificuldades na funcionalizagédo
de nanotriangulos de ouro (AuNT) com oligonucleétidos em solucao, desenvolveram-se no ambito de
uma parceria com o laboratério de Nanobiofoténica do IPHT, Alemanha (Professor W. Fritzsche), dois
nanobiossensores de DNA em chips de vidro de borossilicato. No capitulo 5, o processo de
funcionalizacdo e de detec¢édo, inicialmente com alvos sintéticos e posteriormente com os produtos de
PCR, foi avaliada com base no fenédmeno de LSPR por alteragdo do indice de refragdo. A principal
vantagem da utilizagdo dos AuNT (cationicos) depositados e imobilizados em chips é que relativamente
a estarem dispersos em solugao, a agregagéo causada pela neutralizagado da carga superficial por parte
dos oligonucleoétidos (anionicos) € completamente impedida. Depois de otimizadas as condigbes
envolvidas na preparagcédo dos chips-sonda com AuNT, estas foram aplicadas aos analogos chips-
sonda de AuNP-80. Selecionaram-se as condigdes que provocaram maiores deslocamentos de
ressonancia plasmonica, ou seja, que revelaram uma maior eficiéncia na detecdo, refletida na
percentagem de alvos hibridados. Deste modo, incubaram-se as AuNP com o oligonucleétido tiolado
durante 16 horas e 1 hora mais com uma solugdo de 6-MCH a 1 mM. Por sua vez, as condi¢des da
hibridacdo cujos resultados foram mais promissores incluiam temperatura (25 °C) e tempo de

incubagdo 3 horas com os alvos, assim como um meio salino 2x concentrado em tampao SSC.

O facto do desempenho dos chips-sonda a base de AuNT ter sido superior aos seus homdélogos
de AuNP-80 corroborou os valores estimados para a sensibilidade de ambas as morfologias. Para além
disso, quando comparados com o estudo que deu origem a este trabalho, obtiveram-se para os chips-
sonda de AuNT (~30 nm), desvios da LSPR cerca de 6x maiores do que os obtidos nos chips-sonda
usados (~5 nm), os quais eram constituidos por AuNP esféricas adquiridas comercialmente. Se por um
lado, atendendo as caracteristicas morfoldgicas e 6ticas, a utilizagdo de AUNT nestes biossensores em
chip é vantajosa em termos de sensibilidade; por outro, o facto da homogeneidade dos AuNT obtidos
em solugao ainda ser um fator limitante em processos de sintese de AuNP néo esféricas, fez com que
houvesse a necessidade de caracterizar e confirmar previamente os seus detalhes estruturais (forma
e tamanho). Embora a existéncia de AuNT truncados poder ter tornado a selegéo inicial dos AUNT uma
tarefa um pouco mais demorada, dado que era algo dificil conseguir distinguir os AuUNT truncados dos
bem definidos, as hipotéticas diferengas ndo constituiram um problema relevante. Ainda assim, perante

esta situacdo propor-se-ia no futuro, o recurso a chips nos quais por processos de microfabricagao
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(litografia p. ex.) se elaborasse um padrédo com AuNT do mesmo tamanho e o mais definido possiveis.
Visto que o padrao obtido por estes métodos é extremamente homogéneo, poderia até automatizar-se
o processo de aquisicdo de espetros LSPR. Alias, este processo esta presentemente a ser
desenvolvido pelo grupo de investigagdo do IPHT onde foi efetuado o presente estudo; encontram-se
a desenvolver um software que seja capaz de com base da informacdo que se fornece a camara
(acoplada ao microscopio), isto é, através das coordenadas referentes a cada tipo de chip, a cdmara é

capaz de identificar a NP e adquirir o seu espetro automaticamente.

Embora este biossensor tenha dado origem a resultados altamente promissores e o mecanismo
da hibridagcédo de sequéncias de DNA esteja bem estudado e otimizado, da forma como foi concebido
nao possibilitou a detegao do SNP C/T -13910, pois a existéncia de um SNP n&o impediu a hibridagéo
da restante sequéncia nucledtidica. Para além disso, o préprio sistema nanotecnoldgico, ou seja, a
plataforma de biorreconhecimento carece ainda de aperfeigoamento técnico. A analise (selegéo e
aquisicdo dos espetros) foi quase toda efetuada manualmente, sendo que para se obter uma
quantidade de dados que fosse estatisticamente relevante, os processos requerem demasiado tempo.
Neste momento, enquanto técnica de biodetecao a escala de uma empresa é ainda muito dispendiosa

em termos de equipamento e acima de tudo, como foi mencionado, de tempo.

Em suma, perante os resultados obtidos no decurso desta dissertacao, pode afirmar-se que os
objetivos tracados foram maioritariamente alcangados com éxito. Foram colocadas a disposi¢cdo da
STAB-Vida Lda. duas propostas de biossensores, uma bastante promissora na detecéo colorimétrica
em solugdo do SNP C/T -13910 em amostras clinicas (homozigoéticas) com AuNS e uma outra com
AuNT e em chip, que embora a abordagem nao tenha permitido a detecdo do SNP responsavel pela
IL, podera ser redesenhada e melhorada para que se atinja esse propésito; podendo até beneficiar do
facto de a da metodologia e equipamentos ja se encontrarem mais desenvolvidos. De acordo com os
interesses da STAB VIDA a implementacao do método non-crosslinking baseado na detegao
colorimétrica sera até ao momento mais adequado, na medida em que os custos inerentes a um teste
usando AuNS sao bastante reduzidos comparativamente aos atuais (sequenciacao de Sanger). Através
desta abordagem, ndo sdo necessarios equipamentos especificos; alias, de acordo com os resultados

obtido, a mudancga de cor das solugdes poder ser avaliada visualmente.,

Este tipo de biossensores, quer seja em solugao ou em chip apresentam um elevado potencial,
nao s6 para a detecado de eventos de hibridagao de DNA e nucleétidos especificos, como para uma
vasta gama de sistemas em biotecnologia, nomeadamente bioquimicos (enzimas, proteinas) e
biolégicos (bactérias, virus). Concretamente, ao aliar a microscopia darkfield a espetrofotometria UV-
Vis é possivel reduzir significativamente os limites de detegdo dos diversos sistemas de
biorreconhecimento, isto porque ao se operar a um nivel individual e localizado da AuNP, a interferéncia
do background é diminuida drasticamente. As abordagens ao nivel da NP permitem ainda monitorar
interacgdes e ligagbes em tempo real e determinar quantidades de analito. Num futuro muito préximo, a
tecnologia em chips combinada com sistemas de microfluidica, poderao ser integrados em dispositivos
POC, tornando possivel a criacdo de ferramentas altamente precisas, portateis e econémicas para

ensaios clinicos tradicionais usando DNA ou outros componentes bioldgicos.
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Anexo lll

A.3.1 Calculo da concentragao de AuNP

1. Método de Haiss et al. 7*

Este método permite estimar com elevada precisédo, o didmetro médio (d np) de NP de ouro esféricas
dispersas em agua e revestidas por citrato, a partir da razdo de absorvancia da banda plasmonica
(LSPR) e da absorvancia a 450 nm de uma solugao coloidal de NP de ouro (equagao 1)

Abs LSPR
ZAbsaso %7301 (1)

d aunp _e€ 0,3335

N
N
J

N
N
1

y = 0,3335x + 0,7301
R? = 0,9999

N
1

Abs, spr/Abs 5
o o™

—
™
1

-
N
1

—_—

In (d)

Figura A1 — Regresséo linear obtida através da raz&do entre a absorvancia na LSPR e a absorvancia a 450 nm
(Abs Lspr/Abs 450) em fungdo do logaritmo neperiano do didmetro da AuNP. Dados tedricos obtidos através do

programa FORTRAN 77 “mie-mfp.f’, disponiveis nas informagdes de suporte relativos a referéncia °.
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Este método permite igualmente estimar a concentracdo de AuNP, embora apenas com as
caracteristicas acima referidas, numa gama de tamanhos de 5-100 nm. Assim, de acordo com equagao

2, a concentragédo de AuNP é dada pelo coeficiente de extingdo molar a 450 nm, (€450),correspondente

ao didmetro médio obtido na equacgao 1, sendo que este varia em fungéo do didmetro das AuNP.

Abs 450 nm

[AuNP] ) = ~ e 250y p

X fator de diluicao (2)

Tabela A1 - Coeficientes de extingdo () a A = 450 nm. Lista retirada da informag&o suplementar da referéncia 7°

L'.fllr Eqs0 f dlr Egqs0 ! dllr Eas0 /
nm  M'em? nm M'em?’ nm M'em™
2 4 25E+05 a5 3.21E+09 68 2 50E+10
3 1.49E+06 36 3.52E+09 69 2 B81E+10
4 3.62E+06 ar 3.84E+09 70 2.T1E+10
H T1.20E+06 38 4 18E+09 71 2 BZ2E+10
6 1.26E+07 39 4 54E+09 72 2 93E+10
7 2 .03E+07 40 4 92E+09 73 3.05E+10
8 3.0TE+OT7 41 5.32E+09 74 3.16E+10
g 4 43E+07 42 5.T4E+09 75 3.28E+10
10 6.15E+07 43 6.18E+09 76 3 40E+10
11 8.2TE+OT 44 6.65E+09 T 3.52E+10
12 1.09E+08 45 7.13E+09 78 3.64E+10
13 1.39E+08 46 7.65E+09 79 3.7TE+10
14 1.76E+08 A7 B8.18E+09 80 3. B9E+10
15 2 18E+08 48 B.TAE+09 81 4 02E+10
16 2 BTE+D8 49 9 32E+09 82 4 14E+10
17 3.24E+08 50 9.92E+09 83 4 2TE+10
18 3.BTE+DB 51 1.06E+10 B4 4 40E+10
19 4 60E+D8 52 1.12E+10 85 4 53E+10
20 541E+08 53 1.19E+10 86 4 65E+10
21 6.31E+08 Y | 1.26E+10 87 4 78E+10
22 71.31E+08 L] 1.33E+10 88 4 91E+10
23 8.42E+08 56 1.41E+10 89 5.04E+10
24 9 B4E+D8 57 1.48E+10 a0 51TE+10
25 1.10E+09 58 1.57E+10 91 5.30E+10
26 1.24E+09 59 1.65E+10 a2 5.43E+10
27 1.40E+09 &0 1.73E+10 a3 5.56E+10
28 1.58E+09 61 1.82E+10 a4 5.69E+10
29 1.76E+09 62 1.91E+10 a5 5.B82E+10
30 1.96E+09 63 2.00E+10 96 5.94E+10
K3 2 18E+09 B4 2 10E+10 a7 6.0TE+10
32 2 AME+09 65 2 19E+10 a8 6.19E+10
33 2 B6E+09 66 2 29E+10 a9 6.31E+10
34 2.93E+09 67 2 40E+10 100 6 44E+10

208



2. Método de Hendel et al. 7

Este método permite calcular a concentragdo das AuNP com base na quantidade absoluta de Au(0)
presente no coloide, a partir da absorvancia a 400 nm. Uma vez que as AuNP resultam da conversao
do sal de ouro no estado de oxidagao Au(lll) em ouro atémico, Au(0), por intermédio de uma reacédo de
redugdo. Como tal, independentemente do tamanho, revestimento e/ou morfologia, a concentragdo de

Au(0) corresponde a quantidade de ouro que efetivamente se transformou em NP.

1,4
1,2

1 y =2,3611x
0,8

0,6

Abs400

0,4

0,2

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
[Au(0)] / mM

Figura A2 — Regressao linear obtida através dos valores de absorvancia medidos a 400 nm (Absaso0) para quatro

concentragdes de Au(0).

Abs 400 nm

[Au(0)]aunr= 23611

()

Assim, calculada a [Au(0)], este valor pode ser aplicado para a determinacdo da concentragao das

AuNP antes e apds a funcionalizagéo, ou seja, mesmo que o revestimento seja diferente.

[AuNP] = [Au(o)]/l\r;fAu)A“Np @)
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A.3.2 Calculo da massa de PVP

Estimou-se a area superficial (A np) € 0 volume (V np) de cada NP admitindo que as seeds revelam uma
morfologia perfeitamente esférica, através das equagbes 5 e 6. O raio médio das particulas foi

estimado espectrofotometricamente usando o método de Haiss et al. 7® (equagao 1).

_ 2

A np=4mr (5)
_4 3

Vgunp = /37" (6)

A determinacdo da quantidade de PVP equivalente a 60 moléculas por nm2 de NP compreendeu o
calculo do numero de atomos de ouro presentes numa NP esférica com um diametro d, sendo
necessario recorrer-se as equagoes 2 e 3, bem como aos valores de densidade (pau) € volume (Vau)
atbmico e a massa molecular relativa (MMau), caracteristicos do ouro. Assim, determinada a
concentracdo de AuNP e sabendo a area superficial de cada NP, foi possivel calcular a quantidade de

PVP necessaria para a funcionalizagao das particulas, através da equagéo 7.

m _ "otal Aunp X A gy np X 60 moléculas PVPMM (7)
pPVP 6,022 x 1023 pvP

A.3.3 Calculo do volume de Au-seeds a adicionar

Depois de selecionado o racio desejado, correspondente a razdo [HAuUCls)/[Au-seeds], o volume de
seeds a adicionar é calculado de acordo com a equagao 8. Para a qual, se atende a concentracdo de
[HAuCl4] que é adicionada a solugdao de PVP em DMF; ao V finai de solugdo e a [Au-seeds], que foi

estimada através da quantificagdo de Au(0) por medigcdo da absorvancia a 400 nm.

[HAuCl 4]
% _ __Tacio * Y final (8)
seeds [seeds]
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Anexo V

Tabela A5.1 — Deslocamentos de ressonancia plasmonica (AAmax) depois da hibridacdo com alvos de DNA

sintéticos (ssDNA) complementares — C e ndo-complementar — NC, em fungao de diferentes tempos de incubagéo

e condicdes de rigor (temperatura e concentragdo de SSC). Cada valor representa a média de valores obtidos para

10-12 AuNT.

Chip-sonda D

[SSC] Alvo sintético ssDNA AAmax/ nm
5 mM MCH
C 20,3+2,3
5X
2 horas a 37 °C NC -25+1,2
C 243+5,0
2X
NC -1,7+0,8
C 2,1+0,8
5X
2 horas a 25 °C NC 54+12
C N.D.*
2X
NC N.D.*
C 12,3+2,9
5X
3 horas a 37 °C NC -45+1,0
C 15,3+ 5,6
2X
NC -5,7+0,6
C 17,3+4,0
5X
3 horas a 25 °C NC -2,6+0,9
C 251+4.4
2X
NC -1,1+0,8
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Tabela A5.2 — Deslocamentos de ressonancia plasmonica (AAmax) depois da hibridacdo com alvos de DNA
sintéticos (ssDNA) complementares — C e ndo-complementar — NC, em fungao de diferentes tempos de incubagéo
e condicdes de rigor (temperatura e concentragdo de SSC). Cada valor representa a média de valores obtidos para
10-12 AuNT.

Chip-sonda C [SSC] Alvo sintético ssDNA  AAmsx/ nm
C 175129
5X
3 horas a 37 °C NC 12217
C 34.7+2.6
2X
NC 1.0+£0.5
C 33.5+29
5X
3 horas a 25 °C NC -1.2+1.7
C 347+26
2X
NC 1.0+£0.5

*N.D. — ndo definida
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