Marina Rosa Clemente Bento

Licenciada em Quimica Aplicada

= o4 1ND S'NWO
)

S

S ‘&
€0 noN S*

Nanoparticulas plasmdénicas para
biodetecdo por Raman

Dissertacdo para obtencédo do Grau de Mestre em
Biogquimica

Orientador: Professor Doutor José Ricardo Ramos Franco Tavares,

Professor Auxiliar com agregacdo, Faculdade de Ciéncias e
Tecnologia da Universidade NOVA de Lisboa

Co-orientador: Professor Doutor Hugo Manuel Brito Aguas

Professor Associado, Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da
Universidade NOVA de Lisboa

Jari:
Presidente: Prof. Doutor Carlos Alberto Gomes Salgueiro

Arguente: Prof. Doutor César Anténio Tonicha Laia
Vogal: Prof. Doutor José Ricardo Ramos Franco Tavares

FACULDADE DE
CIENCIAS E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE NOVA DE LISBOA

Outubro, 2019




i



Marina Rosa Clemente Bento

Licenciada em Quimica Aplicada

Nanoparticulas plasmdénicas para
biodetecao por Raman

Dissertacéo para obtencdo do Grau de Mestre em

Biogquimica

Orientador: Professor Doutor José Ricardo Ramos Franco Tavares,

Professor Auxiliar com agregacdo, Faculdade de Ciéncias e
Tecnologia da Universidade NOVA de Lisboa

Co-orientador: Professor Doutor Hugo Manuel Brito Aguas

Professor Associado, Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da
Universidade NOVA de Lisboa

Jari:
Presidente: Prof. Doutor Carlos Alberto Gomes Salgueiro

Arguente: Prof. Doutor César Anténio Tonicha Laia

Vogal: Prof. Doutor José Ricardo Ramos Franco Tavares

FACULDADE DE
CIENCIAS E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE NOVA DE LISBOA

Outubro, 2019

111



v



Nanoparticulas plasmodnicas para biodetecao por Raman

Copyright © Marina Rosa Clemente Bento, Faculdade de Ciéncias e Tecnologia, Universidade
Nova de Lisboa.

A Faculdade de Ciéncias e Tecnologia e a Universidade Nova de Lisboa tém o direito, perpétuo e
sem limites geograficos, de arquivar e publicar esta dissertagdo através de exemplares impressos
reproduzidos em papel ou de forma digital, ou por qualquer outro meio conhecido ou que venha a
ser inventado, e de a divulgar através de repositorios cientificos e de admitir a sua copia e
distribuicao com objetivos educacionais ou de investigacao, nao comerciais, desde que seja dado
crédito ao autor e editor.



vi



AGRADECIMENTOS

Agradeco em primeiro lugar ao Professor Ricardo Franco e ao Professor Hugo Aguas pela
oportunidade de trabalhar sob a sua orientacdo durante este ultimo ano. Agradeco a
disponibilidade, a partilha de conhecimento cientifico, os conselhos e orientacdo que
possibilitaram o desenvolvimento desta dissertagado.

A Professora Eulalia Pereira e ao Mestre Miguel Almeida da Universidade do Porto pelos
conselhos para melhorar o procedimento de modificagio de superficie de nanoparticulas e
nanoestrelas de ouro.

A Doutora Daniela Peixoto e & Professora Ana Lourenco pela disponibilidade e ajuda no
processo de modificagdo de superficie ao executar o processo de destilagdo do tolueno.

A Maria Joso, por todo o apoio e ajuda na realizacdo deste trabalho. Obrigada pelos
conselhos, motivacdo e paciéncia.

Ao Kamil, que comegou o trabalho comigo e que me “passou a pasta” do trabalho
desenvolvido por ele, sempre esteve disponivel para me esclarecer as duvidas que iam aparecendo.
Mesmo que a muitos quilometros de distancia.

A Mafalda, pela ajuda, conselhos e conversa de descontra¢io que todos os trabalhos de
investigacdo precisam de vez em quando.

Ao David, o meu parceiro de laboratério que tantas risadas me proporcionou ao longo
desta etapa. Obrigada pela partilha de ideias e experiéncias e pelas idas ao Forum Almada almogar
para descontrair do stress da semana de trabalho. Sem ti nao tinha sido a mesma coisa!

Aos meus colegas de mestrado, que sempre me apoiaram € proporcionaram momentos de
descontracdo bem como de partilha de ideias de como ultrapassar obstaculos no trabalho
experimental. Um obrigada especial a Rita, a Ligia, a Margarida e ao Bruno.

A Dani, Inés, Vanessa e Martinha, obrigada por todos os momentos partilhados ao longo
destes anos desde a licenciatura até ao mestrado. Obrigada pelo apoio, compreensdo e paciéncia.
Estes anos na FCT com vocés foram muito importantes e nunca serdo esquecidos!

A Ana Sofia, minha madrinha e a Alice, minha pseudo-madrinha, por todo o apoio e por
toda a amizade. Obrigada por estarem sempre aqui comigo, em todas as batalhas a apoiar-me,
mesmo que por vezes longe.

A Gabi, pelos momentos de descontragio no Starbucks ao fim de semana e pelos passeios
no shopping. Temos de continuar!

A Ritinha, Lila, Neide e Hugo. Amigos de uma vida que sdo mais do que amigos, sdo
familia. Obrigada por toda a for¢a, motivagdo e compreensao. Principalmente por estarem sempre
14, a uma mensagem ou chamada de distdncia. Palavras ndo chegam e nunca serao suficientes para
vos agradecer!

A toda a minha familia, pela compreensdo e apoio nesta fase tao importante da minha vida.

Por ultimo, mas nunca menos importante, aos meus pais. Palavras ndo chegam para
agradecer o apoio, confianga, paciéncia e motivagdo em todas as fases da minha vida,
principalmente durante este desafio que foi a tese de mestrado. Obrigada, do fundo do coracao.

vii



viil



RESUMO

Os biomarcadores sdo uma caracteristica bioldgica quantificavel experimentalmente que
permite a avaliacdo de estados de doenca. Os métodos atualmente disponiveis sdo morosos ou
pouco sensiveis, pelo que a bionanotecnologia tem espaco para crescer no desenvolvimento de
ferramentas para diagnostico e detecao.

O trabalho desenvolvido e apresentado nesta dissertacdo teve como objetivo principal o
desenvolvimento de bionanoconjugados entre nanoparticulas de ouro e anticorpo com vista a
criagdo de um ensaio de imunodete¢do por espetroscopia de Raman aumentada pela superficie
(SERS) tipo sandwich. O ensaio de imunodetecdo tipo sandwich ¢ composto por anticorpos
imobilizados numa superficie de, por exemplo, vidro e por sondas de Raman compostas por
anticorpos conjugados as nanoparticulas com uma molécula ativa em Raman.

De forma a atingir 0s objetivos propostos, foram sintetizadas nanoparticulas de
ouroesféricas e seguidamente funcionalizadas com 4-MBA (acido 4-mercaptobenzoico), uma
conhecida molécula-repdrter de Raman. Esta molécula-reporter possui, numa das extremidades,
um grupo tiol (-SH) que se liga fortemente a superficie da nanoparticula e na extremidade oposta
possui um grupo carboxilico (-COOH), que por sua vez permite a interagdo com biomoléculas.
Esta é uma interagdo intrinsecamente fraca pelo que foi promovida uma ligacdo covalente entre o
anticorpo e o grupo carboxilico presente no 4-MBA. com o uso de um agente de reticulagdo. Para
tal, usaram-se agentes reticulantes e foram obtidos bionanoconjugados reprodutiveis e estaveis. O
anticorpo usado foi de peroxidase de rabano (Anti-HRP), o que permitiu a determinac¢do da
atividade enzimatica da peroxidase de rabano (HRP), o antigénio respetivo que se liga aos
anticorpos dos bionanoconjugados, confirmando a presenga dos anticorpos na superficie da
nanoparticula. Os bionanoconjugados finais foram analisados por Raman tendo em conta o sinal
da molécula-reporter.

Para além do desenvolvimento dos bionanoconjugados, foi iniciado o desenvolvimento da
imobilizagdo de anticorpos na superficie. Foi modificada uma superficie de vidro com APTES com
0 objetivo de obter uma monocamada de silano, pretendendo-se conjugar posteriormente com
anticorpo através de uma molécula de glutaraldeido. E necessario continuar a desenvolver o
processo de modificacdo de superficie, explorando diferentes alternativas para a imobilizacido de
anticorpos a superficie de vidro para a conclusido do ensaio de imunodetecao.

O principal objetivo foi atingido, tendo sido obtidos bionanoconjugados com actividade
enzimatica, o que demonstra a ligacdo do anticorpo, e com sinal em Raman, o que demonstra que
¢ possivel serem detetados usando esta técnica espetroscOpica. A obtengdo destes
bionanoconjugados abre a possibilidade & utilizagdo dos mesmos em biossensores em testes rapidos
de diagnostico.

Palavras-Chave: Nanoparticulas de Ouro; Raman; Espetroscopia de Raman Aumentada
pela Superficie (SERS); Bionanoconjugados; Imunoensaio
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ABSTRACT

Biomarkers are a measurable biological entity which allow the assessment of disease states.
The methods presently available are time consuming or have low sensitivity, giving room for the
development of diagnosis and detection tools in bionanotecnology.

The work developed and presented in this dissertation had the main goal of developing gold
nanoparticles bionanoconjugates with antibodies in order to create a sandwich immunoassay by
surface enhanced Raman spectroscopy (SERS). The sandwich immunoassay is composed by
immobilized antibodies on a glass surface, for example, and by a Raman probe formed by
antibodies conjugated to nanoparticles with a Raman reporter molecule.

In order to achieve the proposed goals, spherical gold nanoparticles were synthesized and
functionalized with 4-MBA (4-mercaptobenzoic acid), a known Raman reporter molecule. This
reporter molecule features at one end a thiol group (-SH) that strongly binds to the surface of the
nanoparticle, and at the other end it has a carboxylic group (-COOH) allowing the interaction with
biomolecules. This is an intrinsically weak interaction, so a covalent bond was promoted between
the antibody and the carboxylic group in the 4-MBA through crosslinking. This was achieved with
the use crosslinkers, allowing the production of reproducible and stable bionanoconjugates. The
antibody used was the horseradish peroxidase antibody (Anti-HRP) which allowed the
determination of enzymatic activity of the respective antigen, horseradish peroxidase (HRP),
confirming the existence of antibodies in the bionanoconjugates. These bionanoconjugates with
the antibody and correspondent antigen were analyzed by Raman spectroscopy, in terms of the
signal from the reporter molecule.

Besides the bionanoconjugates development, the immobilization of antibodies on a surface
was initiated. A glass surface was modified with APTES with the purpose of obtaining a silane
monolayer, which would allow further conjugation with the antibody using a glutharaldehyde
linker. Further development in the process of surface modification is needed by exploring different
alternatives for the immobilization of antibodies on to the glass surface for the completion of the
immunodetection assay.

The main goal was achieved given that the final bionanoconjugates have enzymatic
activity, which demonstrates the binding of the antibody, and they also have Raman signal, which
demonstrates that it is possible to detect them using this spectroscopy technique. Obtaining these
bionanoconjugates opens up the possibility of using them in biosensors and rapid diagnosis tests.

Keywords: Gold Nanoparticles; Raman; Surface Enhanced Raman Spectroscopy (SERS);
Bionanoconjugates; Immunoassay
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Capitulo 1 | INTRODUCAO

1.1 Bionanotecnologia

A nanotecnologia surgiu como uma area de investigacdo importante com o aproveitamento
das propriedades atémicas e moleculares dos materiais a nanoescala.! Os materiais a nanoescala
possuem propriedades diferentes dos materiais & macroescala (ou bulk). Os materiais & macroescala
possuem propriedades fisicas constantes e independentes do seu tamanho, enquanto que a
nanoescala o seu tamanho determina as suas propriedades fisicas e aplica¢bes.?? Estas diferencas
no comportamento dos materiais a nano e macroescala deve-se a maior razdo area de
superficie/volume e maior reatividade e estabilidade em processos quimicos das nanoparticulas.*

A bionanotecnologia é definida pela revista Nature como uma area disciplinar na qual as
ferramentas da nanotecnologia sdo desenvolvidas e aplicadas ao estudo dos processos biologicos.’
Desta forma, o diagnostico molecular pode tornar-se mais sensivel e especifico.® Com a tecnologia
disponivel atualmente, ¢ possivel criar nanobiomateriais com propriedades Oticas, elétricas e
magnéticas muito interessantes e que dependem da sua composi¢do forma e tamanho.” !

As principais aplicagdes da nanotecnologia na medicina sdo a fabricacdo de dispositivos
para a biodetegdo (sensores que auxiliam o diagnostico de estados de doenga) e a terapéutica.’> O
uso destes nanomateriais para a biodetecao ¢ um campo em constante evolugdo, com vista ao
desenvolvimento de bionanossensores com a capacidade de detetar biomoléculas relevantes para
o diagnostico molecular.'13-1% Os ensaios baseados em nanomateriais tém apresentado vantagens
significativas em relagdo aos sistemas de diagnostico convencionais no que diz respeito a
sensibilidade, seletividade e viabilidade.!! Estes bionanossensores permitem um maior racio
sinal/ruido e a utilizacdo de um menor volume de amostra, reduzindo o custo do biossensor, e
também o aumento do racio superficie/volume da area ativa para detecdo, o que reduz a ligagado
ndo especifica e aumenta a eficacia do biossensor.'® A capacidade de manipular as propriedades
fisicas, quimicas e biologicas dos nanomateriais possibilita o desenvolvimento de dispositivos de
diagnoéstico, agentes de contraste, ferramentas analiticas, terapias e veiculos de entrega de
farmacos."®’

1.2 Biossensores

Um biossensor ¢ definido como um dispositivo analitico formado por um elemento de
reconhecimento molecular (ou biorrecetor), um transdutor e um sistema de processamento de
sinal. A intera¢do entre o biorrecetor e o analito produz um sinal bioquimico reconhecido pelo
transdutor que o converte num sinal elétrico que é posteriormente detetado pelo sistema de
processamento de sinal que o transforma num sinal que possa ser interpretado pelo utilizador.!”!
Um esquema de um biossensor esta representado na Figura 1.1.

|

Analito AL_JLJ

. Sistema de
Biorrecetor .
processamento de sinal
Figura 1.1 — Representacido esquematica de um biossensor. O analito de interesse liga-se ao biorrecetor do
biossensor que da origem a um sinal bioquimico sendo posteriormente convertido num sinal elétrico pelo
transdutor que é processado no sistema de processamento de sinal de forma a ser interpretado pelo utilizador.



Os biossensores podem ser aplicados em monitorizagdo de doengas (como por exemplo,
monitorizacao dos niveis de glucose de pessoas diabéticas) e para a detecdo de poluentes,
microorganismos causadores de doenca e biomarcadores indicadores de doenca em fluidos
biologicos (sangue, urina, saliva e suor).'%?? Estes possuem caracteristicas especificas, sendo elas a
sensibilidade, reprodutibilidade, estabilidade, sensibilidade e linearidade. Estas estdo descritas na
Tabela 1.1.'

Tabela 1.1 — Caracteristicas especificas de um biossensor. %

Seletividade — Habilidade de um biorrecetor para detetar um analito especifico numa
amostra complexa;

— Caracteristica mais importante num biossensor;

Reprodutibilidade |- Capacidade do biossensor para gerar respostas idénticas nas mesmas
condi¢bes experimentais;

— Caracterizada pela precisao® e exatidao®;

— Confere confianca e robustez aos resultados obtidos;

Estabilidade — Grau de suscetibilidade e distarbios do meio em que se encontra o
biossensor;

— Disturbios podem causar erros de medigdo, afetando a reprodutibilidade
do biossensor;

— De elevada importancia quando o biossensor requer multiplos passos de
incubag¢do ou monitorizagdao continua;

— Fatores como pH, temperatura, degradacdo do biorrecetor ao longo do
tempo e afinidade do biorreceptor para o analito;

Sensibilidade — Quantidade minima de analito que pode ser detetado por um biossensor;

— O mesmo que limite de dete¢ao (do inglés, Limit Of Detection);

— Em determinadas aplicagbes, um biossensor requer a detecdo de
concentragdes de analito na ordem de ng/mL ou fg/mL (10°g/mL ou
10"°g/mL, respetivamente);

Linearidade — Fator que demonstra a exatiddo da resposta medida num conjunto de
amostras com diferentes concentra¢des de analito;

— Representada pela equagdo matematica y = mc, onde y corresponde ao
sinal produzido, ¢ corresponde a concentragdo de analito e m
corresponde a sensibilidade do biossensor;

— Relacionado com a resolugdo do biossensor e o intervalo de quantidade
de analito que ¢é testado.

1.2.1 Elementos de reconhecimento molecular

Os elementos de reconhecimento molecular, também designados por biorrecetores, sao
responsaveis pelo reconhecimento e interagdo com o analito de interesse para produzir um sinal
bioldgico. Estes podem ser divididos em quatro categorias: enzimas, acidos nucleicos, células e
anticorpos.'”?!??

As enzimas sdo especificas para uma determinada molécula e quando usadas num
biossensor catalisam uma reagao que envolve a molécula de interesse caso esta se encontre na
amostra a ser analisada. O produto desta reacdo ¢ o analito que ¢ detetado pelo transdutor. No

2 Precisdo — capacidade do sensor para obter resultados semelhantes em todas as medigdes feitas.
b Exatiddo — capacidade do sensor para obter resultados préximos da média quando a amostra é medida mais
do que uma vez.



caso dos acidos nucleicos, é usada a complementariedade de bases das cadeias nucleotidicas para
a elevada sensibilidade e seletividade do biossensor. Com isto, ¢ possivel detetar sequéncias
especificas de DNA tendo por base a sequéncia complementar da cadeia de acidos nucleicos por
emparelhamento dos pares de bases (A-T e C-G) entre a cadeia de interesse e a cadeia
complementar do biossensor. Com as células ou microorganismos em biossensores, € obtido o sinal
da presencga do analito a detetar na amostra através da monitorizagdo da digestdo ou respiragao
celular. No caso de serem usados anticorpos no biossensor, estamos perante uma classe de
biossensores chamada imunossensores. Estes aproveitam a especificidade de ligagdao do anticorpo
ao seu antigénio especifico para o desenvolvimento de um sistema de detegdo de analito de forma
sensivel e altamente especifica, uma vez que apenas ¢ obtido sinal se o antigénio especifico estiver
presente na amostra.'”??

1.2.1.1 Anticorpos

Os anticorpos como elementos recetores no reconhecimento molecular permitem o
desenvolvimento de diferentes sistemas analiticos, incluindo biossensores.* O anticorpo é uma
glicoproteina que interage especificamente com um antigénio. O antigénio, por sua vez, ¢ uma
molécula (proteinas, polissacaridos) ou célula que é reconhecida especificamente pelo anticorpo.
Apenas pequenos dominios moleculares do antigénio sdo reconhecidos pelo anticorpo e estes
dominios sdo denominados de determinantes antigénios ou epitopos. Os epitopos ndosio uma
propriedade intrinseca do antigénio, fazendo referéncia apenas ao local de ligagao do antigénio ao
anticorpo.

Os anticorpos possuem uma estrutura geral baseada em cadeias polipeptidicas pesadas e
leves emparelhadas que lhes permitem a integracdo na classe quimica mais comum das
imunoglobulinas (Ig).>***?7 Estruturalmente, os anticorpos si0 compostos por uma ou mais copias
da unidade caracteristica em forma de Y. Esta unidade caracteristica possui 2 cadeias
polipeptidicas pesadas idénticas e 2 cadeias polipeptidicas leves idénticas (representadas a verde
escuro e laranja escuro, respetivamente, na Figura 1.2A).% As cadeias pesadas estdo ligadas entre
si por pontes de dissulfureto e cada cadeia leve esta ligada a uma cadeia pesada com o mesmo tipo
de ligagdo. Uma vez que as cadeias pesadas sdo idénticas entre si, tal como as cadeias leves, o
anticorpo possui 2 locais de ligacdo de antigénio, o que lhes confere a capacidade de ligar
simultaneamente duas estruturas idénticas de antigénio.?’

Cada cadeia, leve e pesada, consiste numa série de sequéncias similares, mas nao idénticas,
de cerca de 110 aminoacidos, constituindo dominios. A cadeia leve é composta por dois dominios,
enquanto que o numero de dominios presentes na cadeia pesada varia consoante a classe de Ig. Os
110 aminoacidos da regido N-terminal de ambas as cadeias leves e pesadas correspondem ao
primeiro dominio. Este dominio varia entre os diferentes anticorpos conforme o antigénio a que se
liga especificamente, sendo designado como dominios variaveis (V). Os restantes dominios
permanecem constantes e correspondem aos dominios constantes (C). Os dominios variaveis das
cadeias leves e pesadas (Vi e Vy, respetivamente) juntos formam a regido variavel do anticorpo e
confere a este a capacidade de ligar especificamente o antigénio. Os dominios constantes das
cadeias leves e pesadas (Cr. e Cy, respetivamente) formam a regido constante do anticorpo e sao
numeradas da extremidade N-terminal até a extremidade C-terminal. Na Figura 1.2B estao
representadas as regides variavel (verde claro) e constantes (laranja claro) do anticorpo. Cada
dominio da regido variavel estd identificado com Vi no caso dos dominios variaveis das cadeias
pesadas e Vi no caso dos dominios variaveis das cadeias leves. As cadeias leves apenas possuem
um dominio constante, Cr, mas as cadeias pesadas possuem pelo menos 3 dominios constantes e
sdo, por isso, numerados de 1 a 3 (Cu 1, Cuy e Cy3).2"?8

Quando o anticorpo sofre digestdo, é dividido em 3 fragmentos. Dois destes fragmentos
sao idénticos e contém atividade de ligacao do antigénio, sendo designados como fragmentos Fab
(do inglés, Fragment antigen binding) e correspondem a totalidade das cadeias leves e os dominios
Vu e Cu 1 das cadeias pesadas. O terceiro fragmento nao possui qualquer atividade de ligaciao ao
antigénio, mas foi observado que cristaliza facilmente, sendo conhecido como fragmento Fc (do
inglés, Fragment cristallizable). Este fragmento corresponde aos dominios Cy 2 € Cu 3 das cadeias
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pesadas e é responsavel pela atividade bioldgica do anticorpo.?’?’ Na Figura 1.2C encontra-se
representado o fragmento Fab (vermelho escuro) e o fragmento Fc (azul escuro).

A B o ¥ C
‘% g | Regido
> 4 variavel
Cadeia Fragmento Fab
leve ‘ ' o J
Cadeia pesada "

c C

| Regido
constante  Fragmento Fc

Figura 1.2 — Representacao esquematica do anticorpo e das respetivas cadeias pesadas e leves (A), regides
variavel e regidao constante (B) e Fragmentos de ligacao do antigénio (Fab) e de cristalizacdo (Fc) (C).

Existem 5 tipos de cadeias pesadas que diferem entre si nas regides constantes e sdao
identificadas pelas letras gregas y, v, 6, € e a. Os anticorpos s3o classificados de acordo com a
cadeia pesada que os constitui 0 que significa que existem 5 classes, ou isotipos, de anticorpos
sendo eles IgM, IgG, IgD, IgE e IgA, respetivamente. Apesar de existirem 5 tipos de cadeias
pesadas, apenas existem 2 tipos de cadeias leves, k e A, ndo tendo sido observada até ao presente
qualquer diferenca funcional entre as diferentes cadeias leves. Os anticorpos possuem ambas as
cadeias leves k ou A, mas ndo uma de cada.’”? As diferencas entre as cadeias pesadas das
imunoglobulinas faz com que os varios isotipos variem em varios aspetos como por exemplo o
numero e localizac¢dao das pontes de dissulfureto e nimero de dominios contantes.?’

Os anticorpos IgG sao os que existem em maior abundancia no organismo humano, o que
os torna os mais utilizados na produg¢do de imunosensores. Na incubagdo para a formagdao do
complexo imunologico, os antigénios e anticorpos (e outras moléculas que se encontrem em
solu¢do na amostra) colidem entre si e, quando um antigénio se aproxima do local de ligacao do
anticorpo correspondente, as interacdes atrativas responsaveis pela ligacdo destes dois elementos
atuam e forma-se o complexo anticorpo-antigénio. O tempo de incubag¢do nao é igual para todos
os anticorpos e antigénios. *°

As forcas atrativas e repulsivas responsaveis pelas interagdes ndao covalentes entre
proteinas sio as mesmas que caracterizam as interagOes entre Os anticorpos e antigénios. A
principal for¢ca repulsiva nesta interagdo especifica é o fator estérico, ou seja, a falta de
complementaridade entre o antigénio e o local de ligacdo dos anticorpos. E esta a forca que
caracteriza a especificidade da interagdo uma vez que apenas permite que o antigénio especifico
seja reconhecido e lhe seja permitida a ligagdo ao local de liga¢do do anticorpo.®!

As interagbes que promovem a ligagdo entre os dois elementos encontramos as
electroestaticas, as hidrofobicas, as de dispersdo e as pontes de hidrogénio. As forgas de dispersao
atuam apenas a distancias curtas e ocorrem entre os residuos nao polares do anticorpo e antigénio.
As interagOes hidrofdbicas sdo consideradas como a for¢a impulsionadora da reacdo entre o
anticorpo e o antigénio correspondente. Esta baseia-se na repulsao da agua dos locais de ligagao
do anticorpo por grupos ndo polares de forma a permitir a ligagdo do antigénio. Quando as
moléculas de agua sdo retiradas do local de ligagdao, a constante dielétrica local diminui, o que
aumenta a eficacia das interagdes idnicas ou electroestaticas necessarias para a ligacdo do
antigénio.®!

1.2.2 Elementos de transducao

Os elementos de transdugdo, ou transdutores, sdo responsaveis por converter o sinal
bioldgico produzido pelos elementos de reconhecimento molecular num sinal elétrico
quantificavel. Os biossensores podem ser classificados de acordo com os sinais que produzem,
sendo eles eletroquimicos, térmicos, piezoelétricos ou 6ticos.?



Os biossensores eletroquimicos baseiam-se na medicao de alteracOes i6nicas, de corrente
ou de condutancia através do uso de bioelétrodos. Podem ser classificados de acordo com o
parametro que é analisado como amperimétricos (mede a corrente resultante da oxidacao ou
reducao de um composto a um potencial constante), potenciométricos (mede o potencial da
amostra em relacdo a um elétrodo de referéncia) ou condutimétricos (deteta alteracdes de
condutividade). O uso de sinais eletroquimicos permite a obtengdo de elevada especificidade e
sensibilidade (baixos limites de dete¢do), pelo que sdo dos mais utilizados no desenvolvimento de
novos biossensores. 2233233

Os biossensores térmicos baseiam-se em reagdes associadas com a produgdo ou absorgao
de calor que alteram a temperatura do meio reacional. Estas reagOes sdo detetadas por materiais
termocondutores que alteram o seu comportamento consoante a temperatura do meio aumenta ou
diminui.?3

Os biossensores piezoelétricos envolvem a medicdo de alteragdes de massa, baseando-se
nos principios de acustica. Estes biossensores possuem cristais piezoelétricos que vibram a uma
dada frequéncia e, quando se da a adsor¢do de moléculas especificas nestes cristais, a frequéncia
de ressonancia € alterada e detetada.?>

Os transdutores oticos podem ser utilizados com todos os tipos de espetroscopia,
oferecendo varias opgdes para detetar uma resposta bioldgica. Baseiam-se nas técnicas Oticas de
absor¢ao, fluorescéncia, luminescéncia, ressonancia plasmoénica de superficie (SPR) ou dispersao
que sdo detetadas por fotodetetores. Entre estes, também se encontram os sensores colorimétricos
que apresentam a vantagem de serem detetadas as respostas bioldgicas por observacdo da alteragdo
da cor da solu¢do.?33334

1.3 Nanoparticulas: propriedades e aplicacoes

Uma nanoparticula (NP) é definida como uma particula com tamanho compreendido entre
1 e 100nm de didmetro.** O material que a constitui desempenha um papel fundamental na sua
aplicacdo, fornecendo propriedades unicas enquanto a sua superficie e respetiva modificacdo
determina a estabilidade e interagdo com o ambiente quimico em que se encontra.**>¢ Na Figura
1.3 encontra-se um esquema com a principal classificagdo das nanoparticulas com base no material

que as constitui.**
| Nanoparticulas I

Orgénicas Inorgénicas Baseadas em carbono
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Figura 1.3 — Classes de nanoparticulas com base no material que as constitui.

As propriedades quimicas das nanoparticulas estao relacionadas com o seu comportamento
com os alvos pretendidos (biomoléculas, por exemplo), toxicidade e a sua estabilidade no meio
em que se encontram, enquanto que as suas propriedades fisicas estao associadas ao material que
as constituem.* Tanto as propriedades quimicas como as propriedades fisicas sio determinadas
pelo seu tamanho, forma, composicdo e estrutura cristalina.’’” As nanoparticulas inorganicas
metalicas de ouro serao exploradas em detalhe.



As nanoparticulas metalicas possuem ressondncia plasmonica de superficie (SPR, do inglés
Surface Plasmon Resonance), uma propriedade ética muito importante.*'* A SPR é um fendmeno
que ocorre quando a frequéncia de onda eletromagnética incidente coincide com a oscilagao dos
eletrbes presentes na superficie do metal.*®* No caso das nanoparticulas metalicas com tamanho
inferior ao comprimento de onda do fotao, este fenomeno ¢é designado por ressonancia plasmonica
de superficie localizada (LSPR, do inglés Localized Surface Plasmon Resonance) uma vez que as
oscilagdes plasmonicas resultantes levam ao confinamento espacial dos campos eletromagnéticos
(Figura 1.4).%*4% A LSPR ¢é dependente das caracteristicas dielétricas do meio devido a
capacidade da superficie para acomodar a densidade de carga das nanoparticulas.*'* O material
que reveste a nanoparticula é o que tem maior influéncia no desvio da ressonédncia do plasmao o
que leva a que moléculas quimicamente ligadas a nanoparticula possam ser detetadas pela
alteracdo que induzem na densidade eletrénica da superficie, resultante num desvio de banda de
LSPR.

As nanoparticulas metédlicas mais usadas sdo as nanoparticulas de prata (AgNPs) e as
nanoparticulas de ouro (AulNPs). Destas duas, apenas as de ouro serdo estudadas nesta dissertacao,
uma vez que possuem elevada estabilidade quimica e fisica, biocompatibilidade, facilidade de
funcionalizacdo de superficie com moléculas organicas ou bioldgicas e multiplas propriedades
Oticas relacionadas com plasmoénica de superficie.*

T

Nanoparticula Inversao dos eletrdes a
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Figura 1.4 — Representacdo esquematica de LSPR. A luz, em ressonancia com a oscilagdo do plasmao de
superficie da nanoparticula, faz com que os eletrdes livres do metal oscilem. A medida que a luz atravessa a
particula, a densidade eletrénica desta é polarizada para uma superficie e oscila em ressonancia com a
frequéncia da luz. Adaptado de

As nanoparticulas de ouro sao um dos nanomateriais mais importantes no campo da
biomedicina, apresentando propriedades morfologicas, Oticas e de quimica de superficie
controladas.’®® As propriedades e aplicagdes das AuNPs dependem da sua forma, tamanho e
revestimento de superficie que por sua vez é influenciada pelo método de sintese usado.'® Estas
atingem a exting¢ao Otica maxima a frequéncia de LSPR que ocorre a comprimentos de onda da
regido visivel. Desta forma, o espetro de absor¢ao de uma solugao coloidal de AuNPs esféricas
com cerca de 15nm de didmetro apresenta esta banda de absor¢do maxima de LSPR a cerca de
520nm de comprimento de onda.!**>% Alterando a morfologia das nanoparticulas, esta tem um
grande efeito sobre as suas propriedades fotofisicas, o que leva a alteracao do comprimento de onda
de LSPR e consequente alteragdo da cor da solugdo.* Tal ocorre quando as AuNPs agregam, por
exemplo. Neste caso, ocorre um acoplamento de plasmao entre as nanoparticulas, provocando um
desvio batocrémico da banda de absor¢ao (deslocamento da banda para comprimentos de onda
maiores, também referido como red-shift) para cerca de 620nm e respetivo alargamento.!>%4
Assim, quando as nanoparticulas que se encontram em solu¢ao sofrem agregacdo, ocorre uma
alteracdo de cor pronunciada, passando de vermelho para azul.?® A agregaciao das AuNPs pode ser
provocada pela auséncia da molécula de revestimento da nanoparticula, concentracdo idnica
elevada (conduz a aproximac¢ao das nanoparticulas por forcas atrativas — forcas de Van der Waals e
pontes de hidrogénio), ponto isoelétrico das moléculas que revestem as nanoparticulas e o pH da
solu¢do.*



1.3.1 Sintese de nanoparticulas

As nanoparticulas podem ser obtidas por métodos fisicos ou por métodos quimicos. Os
meétodos fisicos sao designados de métodos fop-down uma vez que o material em bulk é subdividido
em unidades mais pequenas. No caso dos métodos quimicos (ou bottom-up), ocorre uma reacao
quimica que fornece atomos de metal aos quais ocorre coalescéncia dos mesmos em
nanoparticulas. Para a obten¢do de nanoparticulas pequenas e uniformes, os métodos bottom-up
sao os mais adequados ¥’

As nanoparticulas metalicas podem ser preparadas em solugdes aquosas ou nao aquosas.
Para aplicagdes bioldgicas, as nanoparticulas preparadas em solugbes aquosas sio as mais
utilizadas uma vez que nao é necessario alterar a fase em que se encontram para serem utilizadas
na sua aplicacio final.***’ As nanoparticulas sdo obtidas por redu¢do de um percursor metalico
com um agente redutor (por exemplo, borohidreto de sédio, acido ascorbico ou citrato de s6dio)
na presenca de um agente estabilizador. Em alguns casos, o agente redutor tem também a fun¢io
de agente estabilizador como € o caso do citrato de sdédio. Os agentes estabilizadores funcionam
como agentes de revestimento da nanoparticula e permitem o controlo termodindmico das
nanoparticulas. Os agentes de revestimento adsorvem a superficie da nanoparticula, criando uma
entidade NP-agente de revestimento com uma configuragdo termodindmica muito estavel.*’

A estratégia de sintese mais utilizada para a obten¢do de nanoparticulas de ouro ¢é a
precipitagdo de nanoparticulas feita na presenca de estabilizadores que adsorvem as nanoparticulas
e evitam a sua agregac¢do. Sao exemplos deste tipo de sintese 0 método de redugdo por citrato
descrito por Turkevich et al “7*, 0 método de citrato e acido tanico descrito por Mithlpfordt® e o
método Brust-Schiffrin descrito por Brust er al *°. Os dois primeiros métodos de sintese referidos
produzem nanoparticulas estaveis contra a agregacao, mas que podem ser usadas como seeds para
a formagdo de nanoparticulas maiores (sintese conhecida como seed mediated growth, crescimento
mediado por sementes) enquanto que o terceiro método produz nanoparticulas revestidas a partir
das quais ndo podem ser criadas nanoparticulas maiores. Isto deve-se a utilizagdo de um reagente
tiolado (no caso desta sintese, dodecanotiol) como um agente redutor adicional para além do
borohidreto de s6dio.”!

A sintese baseada no método de redugcdo por citrato foi descrita por Turkevich e
colaboradores em 1951*" e é a mais utilizada por produzir nanoparticulas de ouro estaveis. #8552
De forma sucinta, uma solugdo aquosa de acido tetracloroaurico é colocado em ebulicdo sob
agitacao e refluxo ao qual é adicionado um pequeno volume de citrato de s6dio. Quando ¢
adicionado o citrato, é observada a alteragdo da cor da solugao para um azul escuro que, ao fim de
alguns segundos, passa a vermelho indicando a formac¢io das nanoparticulas.*’*¢! O processo de
sintese € composto por varios passos que ocorrem em simultadneo. O primeiro passo é a oxida¢do
do citrato (CsHsO7*) que pode ser induzida pela presenca do 4cido tetraclorodurico (HAuCls) ou
entdo por decomposicdo térmica.’"? A oxidag¢do do citrato leva a formagdo de dicarboxiacetona

com libertacdo de CO,, como se verifica pela Equagao 1.1.%!
CeHs03™ — CsH,05 + CO, + HY + 2e™ Equacio 1.1
O segundo passo € a redugdo do ouro de Au** a Au*, como se encontra representado na
Equagdo 1.2.°!
AuClz + 2e™ - AuCl + 2C1™ Equacio 1.2

O passo final que conduz a formagdo dos atomos de ouro (Au’) é a dismutagao, onde o
atomo de ouro é reduzido (Au* a Au’) e oxidado (Au* a Au’") e encontra-se representado pela
Equagdo 1.3.°!

3AuCl — 2Au® + AuCl, Equacgdo 1.3

Para que ocorra a dismutagdo, é necessario que se combinem 3 moléculas de AuCl. Isto
ocorre com a ajuda das moléculas de dicarboxiacetona que ajuda a formar um complexo em que
sao necessarias 2 moléculas de dicarboxiacetona para prender 3 moléculas de AuCl. Este complexo



entre as moléculas de dicarboxiacetona e os ides de ouro desempenham um papel de enorme
importancia na nucleagdo para a formagdo das nanoparticulas.’!

A nucleagcao é um processo termodindmico que descreve a formacao dos nucleos das
nanoparticulas. Esta pode ser explicada pelo mecanismo de LaMer que divide a formagao das
nanoparticulas em 3 fases que se encontram representadas no diagrama de LaMer da Figura 1.5.
Na fase I temos o aumento da quantidade de atomos de ouro em solugdo (Au’) que, quando
atingem a concentra¢ao minima, sofrem auto-nucleacao e comecam a formar os primeiros nucleos.
Quando se atinge a concentra¢ao de saturacao, a quantidade de nucleos criados diminui até a
concentra¢io minima e deixam de ser criados nucleos. E atingida a fase III onde os 4tomos de ouro
que ndo foram usados para a criagdo de nucleos sdo usados para o crescimento dos nucleos
existentes.?’
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Figura 1.5 — Diagrama de LaMer com as fases que explicam a teoria de nuclea¢do das nanoparticulas.
Adaptado de¥"%

No final da sintese de Turkevich, sdo obtidas nanoparticulas de ouro estabilizadas
electrostaticamente por moléculas de citrato. A ligagado estabelecida entre a nanoparticula de ouro
e as moléculas de ouro que se encontram a estabiliza-la é uma ligacao de fisiossor¢do, uma ligagdo
fraca. De forma a aumentar a estabilidade das nanoparticulas e possibilitar a formacdao de
bionanoconjugados robustos, é necessario funcionalizar as nanoparticulas com moléculas que
possuam maior afinidade para a sua superficie. !>

1.3.2 Funcionalizacao

A funcionaliza¢do de nanoparticulas consiste na modificacdo da sua quimica de superficie,
alterando o seu tamanho, carga e estabilidade coloidal.’¢4254% Esta modificacdo é feita por
substituicdo do agente de revestimento que reveste e proporciona estabilidade coloidal a
nanoparticula, por um outro que tenha maior afinidade para com a nanoparticula, formando uma
ligacdo mais forte a esta, conferindo maior estabilidade e opg¢des de conjugacdo com
biomoléculas. 455456

Existem dois métodos de funcionalizagdo: a funcionalizagéo direta e a p6s funcionalizagao.
Em ambos os métodos é usada uma molécula bi-funcional. No caso da pés funcionalizagdo, a
molécula usada tem um grupo funcional com elevada afinidade para a nanoparticula, mas na outra
extremidade, o grupo funcional ndo tem as caracteristicas necessarias para a aplicagao de interesse.
Assim, esta primeira molécula é usada para criar uma ligacao forte e estavel com a nanoparticula
e, posteriormente, é efetuada uma modificagdo do grupo funcional livre com uma segunda
molécula para que a nanoparticula possua as caracteristicas desejadas. No caso da funcionalizagao
direta, a molécula bi-funcional ja contém o grupo de ligacdao a nanoparticula e o grupo funcional
de interesse, sem ser necessaria modificacao e requerendo apenas um passo de funcionalizagao.
Para as nanoparticulas de ouro, o método mais usado ¢ a funcionalizac¢ao direta de moléculas bi-
funcionais com um grupo tiol e um grupo carboxilico.!?3654



No trabalho descrito nesta dissertacao, foram exploradas duas moléculas bi-funcionais para
a funcionalizacdo de nanoparticulas de ouro: o acido 11-mercaptoundecanoico (11-MUA, do
inglés 1I-mercaptoundecanoic acid) e o acido 4-mercaptobenzoico (4-MBA, do inglés 4-
mercaptobenzoic acid). Ambas as moléculas possuem numa das suas extremidades um grupo tiol (-
SH) que se liga fortemente & nanoparticula de ouro, criando uma ligagdo de quimiossor¢ao
(intera¢do forte entre a nanoparticula e o grupo tiol do agente de revestimento).”” Na outra
extremidade destas moléculas existe um grupo carboxilico (-COOH) que confere carga negativa a
nanoparticula e possibilidade de conjuga¢ao com biomoléculas.”'*3¢ A estrutura das moléculas 11-
MUA e 4-MBA esta presente na Figura 1.6 (A e B, respetivamente).
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Figura 1.6 — Estruturas quimicas do acido 11-mercaptoundecandico (11-MUA) (A) e do acido 4-
marcaptobenzoico (4-MBA) (B). Ambas as moléculas possuem na extremidade esquerda um grupo tiol (-
SH) que permite a ligagdo de quimiossor¢ao a nanoparticula, enquanto que na extremidade direita possuem
um grupo carboxilico ((COOH) que confere carga negativa a nanoparticula e permite a intera¢do com
biomoléculas.

1.3.3 Bionanoconjugacao

A conjugacao de biomoléculas a superficie das nanoparticulas permite o desenvolvimento
de bionanoconjugados que podem ser utilizados para reconhecimento molecular ou para interagir
com sistemas bioldgicos.

As biomoléculas podem ligar-se a nanoparticula por quimiossor¢ao através do grupos tiol
presentes em alguns aminodcidos das proteinas, por interagdo electroestdtica entre os grupos
carregados positivamente presentes nas biomoléculas e as nanoparticulas carregadas
negativamente (como por exemplo, os grupos carboxilicos presentes no 11-MUA e 4-MBA) ou
vice versa, ou por ligacdo covalente entre os grupos funcionais presentes nas nanoparticulas e nas
biomoléculas.*

A estratégia de bionanoconjugacdo mais utilizada é a interacdo electroestatica. As
nanoparticulas sdao incubadas com as biomoléculas, as quais se adsorvem a superficie da
nanoparticula por interagdo entre o agente de revestimento e a biomolécula. As forcas envolvidas
podem ser de van der Waals, pontes de hidrogénio ou interagdes hidrofdbicas.***® Nos
bionanoconjugados preparados através desta estratégia, normalmente necessitam de maior
concentragdao de anticorpo presente na solugdo durante a sua preparagao e, quando sao aplicados
a uma amostra bioldgica para detegdo, as biomoléculas que se encontram adsorvidas a superficie
da nanoparticula através destas interagdes podem ser substituidas por outras que se encontrem na
amostra, comprometendo a sensibilidade do ensaio a que se destinam os bionanoconjugados. No
caso especifico dos bionanoconjugados preparados para imunodetecdo, os estes sao preparados
com anticorpos, que ficam adsorvidos a superficie da nanoparticula. Quando os imunoconjugados
sao adicionados a uma amostra bioldgica para a captura do antigénio a detetar, o antigénio e as
restantes proteinas que la se encontram podem substituir os anticorpos a superficie da
nanoparticula, o que leva a uma menor sensibilidade ou total inviabilidade do ensaio. 3

No entanto, a conjugag¢do por ligacdo covalente estabelece uma ligacao mais forte entre as
nanoparticulas e as biomoléculas. A ligacao covalente ndo ¢ criada de forma espontanea entre os
grupos carboxilicos e as biomoléculas, sendo necessario promover essa ligagdo. Os grupos
carboxilicos reagem com as aminas primarias das biomoléculas por reagdes de condensac¢ao. Para
promover esta reacdo, sao usados agentes de reticulacao (ou cross-linkers) como as carbodiimidas
solaveis em agua.’**® A carbodiimida EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida) é dos
agentes de reticulacao mais usados e estudados que estao envolvidos nestas reagdes. O EDC reage



com o grupo carboxilico formando um intermediario instavel, também designado por grupo
carboxilico ativado. Este intermedidrio pode reagir de 3 formas: hidrolisar, reagir com uma amina
priméaria (NH,) e formar a ligagdo covalente ou reagir com a molécula de Sulfo-NHS. A vantagem
de utilizar o Sulfo-NHS em vez de reagir diretamente com a amina primaria deve-se ao facto de o
Sulfo-NHS estabilizar o intermediario resultante da reagdo com o EDC e evitar a hidrolise do grupo
carboxilico ativado. Na Figura 1.7 estdo representadas as estruturas do EDC e do Sulfo-NHS, os
agentes reticulantes usados na promoc¢ao da ligacao covalente entre o grupo carboxilico e as aminas
primarias presentes nas biomoléculas.*
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Figura 1.7 - Estruturas quimicas dos agentes de reticulacdo 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
(EDC) (A) e N-hidroxisulfosuccinimida (Sulfo-NHS) (B). O Sulfo-NHS estabiliza o intermediario
resultante da rea¢ao entre o EDC e o grupo carboxilico do agente de revestimento da nanoparticula antes da
rea¢do com a biomoléculas.

1.4 Espetroscopia de Raman

Gragas aos avangos da tecnologia nos campos da otica, laser, nanofabricagao e dispositivos
de detecdo, a espetroscopia de Raman aumentada pela superficie (SERS, do inglés Surface Enhanced
Raman Spectroscopy) tornou-se uma ferramenta de analise rapida capaz de apresentar sensibilidade
e informacdo estrutural importante.’® Esta técnica pode ser usada para detetar biomarcadores
proteicos em amostras bioldgicas em alternativa aos métodos usados atualmente.®

A espetroscopia de Raman é uma espetroscopia vibracional associada a dispersdo inelastica
da radia¢do eletromagnética pela amostra.'*#¢! Neste processo, enquanto a maior parte dos fotdes
dispersos conservam a energia dos fotdes incidentes (dispersdo de Rayleigh), uma pequena fracao
de fotdes ganha ou perde energia para 0 movimento vibracional e rotacional do analito (dispersdao
de Raman anti-Stokes e Stokes, respetivamente). A modulacdo de energia destes fotdes
corresponde a diferenca de energia entre os estados vibracionais do analito e ¢é esta diferenga que
resulta num espetro de Raman que proporciona uma impressdo digital quimica para identificacdo
do analito.* A Figura 1.8 representa a dispersdo de Rayleigh, anti-Stokes e Stokes.*
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Figura 1.8 — Dispersido de Rayleigh, Anti-Stokes e Stokes. Adaptado de

Dada a auséncia de interferéncia por parte da dgua e tendo em considera¢do o baixo
numero de modos vibracionais simétricos da molécula (inicos modos ativos em Raman), esta é a
espetroscopia mais apropriada para a detecdo seletiva de biomoléculas em solugdo aquosa. No
entanto, € necessaria precaucdo de forma a evitar efeitos de fluorescéncia, uma vez que este
fendmeno ¢é varias ordens de grandeza mais intenso que a dispersio de Raman, o que pode
mascarar os sinais de Raman. Este fendmeno pode ser evitado escolhendo um laser apropriado ou
escolhendo cuidadosamente as espécies ativas em Raman.'4®* O sinal de Raman é geralmente fraco
devido ao numero reduzido de fotdes dispersos (1 em 10° a 10'° fotdes) apresentando limitagdes
quando se pretende identificar analitos em baixa concentra¢do.*® A ressonincia de Raman (RR) é
uma técnica mais sensivel e permite um aumento de sinal no espetro quando é usado um laser com
uma frequéncia de excitacdo proxima ou igual ao méaximo de absor¢do do cromodforo da
molécula.* No entanto, nem sempre existe um laser com a frequéncia de excitagdo necessaria para
se obter este efeito.

Uma outra forma de aumentar o sinal de Raman € usar nanoestruturas metalicas como as
nanoparticulas de ouro que originou o fendmeno de dispersao de Raman aumentada pela superficie
(SERS, do inglés Surface Enhanced Raman Scattering)“.

1.4.1 Espetroscopia de Raman aumentada pela superficie (SERS)

O fenémeno de SERS foi observado pela primeira vez em 1974 por Fleischmann et al.®®
para a piridina adsorvida num elétrodo de prata rugoso, mas apenas foi corretamente interpretado
em 1977 em trabalhos independentes por Jeanmaire e Van Duyne® e Albrecht e Creighton®’.

A técnica de espetroscopia de SERS utiliza nanoestruturas metalicas para aumentar a
capacidade de detecdo pela espetroscopia de Raman e de acordo com a teoria plasmoénica de SERS,
0s sinais Oticos observados provém do metal e ndo apenas da molécula em estudo, o que permite
a detecdo do analito em concentragdes extremamente baixas.”'* A Tabela 1.2 apresenta algumas
das vantagens e desvantagens apresentadas pela técnica de SERS.

¢ O termo SERScattering refere-se ao fendmeno de dispersdao enquanto que o termo SERSpectroscopy se refere
a técnica usada.
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Tabela 1.2 — Vantagens e desvantagens de SERS.%

Vantagens Desvantagens
., , . X ici
v" Aplicavel a qualquer molécula ativa em Requer contacto entre a sup(?rf1c1e que
. - proporciona o aumento de sinal e o
Raman sem necessidade de marcacao; 3
~ . ~ analito;
v~ Elevada resolugdo que permite a detecdao ~
g . . % Degradacdo dos substratos ao longo do
de varios componentes em simultaneo; AR
L . ~ ] tempo, levando a uma diminui¢ao do
v~ Facil manipulacdo de amostras; .
SRR sinal;
7 Anélise rapida; % Substratos nao podem ser reutilizados
v" Obtencdo de sinal com espetrometros de P :
Raman portateis.

1.4.2 Modelos de intensificacao de sinal

Os modelos de intensificacdo de sinal permitem compreender o que estd na origem do
aumento de sinal de Raman proporcionado pelas nanoestruturas metalicas, podendo também ser
designados como fator de aumento. Este caracteriza o aumento de um dado sinal obtido em
relacdo ao sinal que deveria ser obtido pela espetroscopia normal de Raman para a mesma
molécula e pode ser compreendido como o produto das contribuicdes do mecanismo de
intensificagdo eletromagnético e do mecanismo de intensificagdo quimico.®*® A dificuldade na
determinagdo do fator de aumento é estimar o nuimero de moléculas que produzem o sinal de
SERS, ou seja, o numero de moléculas que se encontram adsorvidas a superficie do substrato.>%®

Existem duas caracteristicas importantes do fator de aumento de SERS: o fator de aumento
maximo e o fator de aumento médio. O fator de aumento maximos ocorre nos Aot-spots, locais na
vizinhanga de nanoestruturas plasmonicas onde o campo 6tico local é mais intenso do que em
torno desta.®*%® Estes hot-spots ocorrem em posi¢des especificas entre duas nanoestruturas ou na
propria nanoparticula, e apenas as moléculas que se encontram nesse local tém este aumento
maximo.'*7072

1.4.2.1 Fator de intensificacdo eletromagnético

Segundo a descricdo eletromagnética de SERS, o aumento de sinal é causado pela
amplificacdo do campo elétrico devido a resposta do material 4 onda eletromagnética incidente.”
O fator de intensificagcdo eletromagnético € visto como a principal contribui¢do para o fator de
aumento e deve-se ao acoplamento do modo vibracional da molécula com o campo
eletromagnético gerado pela excitagdo dos LSPRs da nanoestrutura metalica.¢!62%74 A LSPR das
nanoparticulas é capaz de induzir um campo elétrico na sua vizinhanga, 0 que aumenta a
intensidade do sinal de SERS.” Como consequéncia de excitar a LSPR de uma superficie metalica
nanoestruturada ou uma nanoparticula, o campo eletromagnético local ¢ aumentado.®® O aumento
do campo eletromagnético local nao esta uniformemente distribuido em torno da nanoestrutura
metalica. Quando duas nanoparticulas se encontram proximas, estas formam um Aot-spot, dando
origem a um campo eletromagnético local mais intenso do que o restante (Figura 1.9).6268
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Figura 1.9 - Representacio do mecanismo de intensificagdo eletromagnético nos hot-spots.
Adaptado de 7
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O aumento provocado por este fator é de 10% a 10'°.97477 Para este efeito ser vantajoso, a
molécula a estudar deve estar proxima da superficie (no maximo a 10nm de distancia) ou
adsorvidas na superficie.®

1.4.2.2 Fator de intensificacao quimico

O fator de intensificagdo quimico corresponde a modificagdo da polarizabilidade da
molécula por adsor¢ao desta a nanoestrutura metdlica, formando um complexo entre a molécula
e a nanoestrutura. Esta modificagdo de polarizabilidade resulta do mecanismo de transferéncia de
carga do complexo formado, apresentando esta polarizabilidade modificada uma ressondncia
aumentada com a excitagao a que a molécula € sujeita, relativamente a existente na auséncia da
nanoestrutura.®” No caso de a molécula ndo estar covalentemente ligada ao metal, apenas se
verifica uma ligeira alteracdo na distribuicao eletrénica da molécula uma vez que a presenca da
nanoestrutura atua como uma perturbagdo da estrutura eletronica (Figura 1.10). Se a molécula se
encontrar ligada a nanoestrutura, verifica-se uma alteracdo consideravel na polarizabilidade
intrinseca da molécula provocada pela sobreposi¢dao das orbitais moleculares do metal e da

molécula.®?
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Figura 1.10 — Representacdo do mecanismo de intensificacdo quimico. Adaptado de 7

O aumento provocado por este fator é menor do que o provocado pelo fator
eletromagnético, sendo de apenas 10° a 103 616269737477

1.4.3 Substratos para SERS

Para a técnica de SERS detetar eficazmente um analito activo em Raman ¢é essencial usar
um bom substrato que seja reprodutivel e robusto e que adsorva o analito. As nanoparticula
metalicas em suspensao possuem estas caracteristicas e podem ser obtidas por métodos quimicos
ou fisicos. No caso dos métodos fisicos, estas podem ser obtidas por ablagao por laser pulsado de
metais, nobres num meio liquido através do qual é possivel obter nanoparticulas esféricas estaveis
de prata, ouro e cobre, cujo tamanho esta dependente do tempo de irradiacao. Esta técnica permite
obter nanoparticulas livres de espécies organicas ou ionicas.®®

A sintese quimica de nanoparticulas ativas em SERS ¢é usualmente efetuada por reducao
de ides de ouro ou prata em solucao aquosa usando para tal agente redutores como o citrato,
borohidreto de sodio, hidrazina ou hidrocloreto de hidroxilamina. Para além do agente redutor, é
necessario um agente de revestimento para evitar a agregacao das nanoparticulas como o citrato
de sédio, dodecanotiol, polietilenoglicol (PEG), acido tanico ou polivinilpirrolidona (PVP). A
capacidade redutora e concentragdo do agente redutor permite o controlo do tamanho das
nanoparticulas dado que um agente redutor mais forte (como por exemplo, boro-hidreto de s6dio)
produz nanoparticulas de tamanho inferior as sintetizadas com recurso a um agente redutor mais
suave (por exemplo, citrato de s6dio).®

Atualmente, ¢ possivel sintetizar nanoparticulas metalicas com diferentes formas por
métodos quimicos como por exemplo nanoesferas, nanoconchas, nanocapsulas, nanotriangulos,
nanoestrelas, nanocubos e nanobastonetes.®®#8 Como reportado anteriormente®®®, o uso de
nanoparticulas anisotrdpicas (nanoparticulas com mais de um eixo de simetria®?) aumenta o efeito
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de SERS.#2% Quando o sinal de SERS proporcionado por nanoesferas, nanotridngulos e
nanoestrelas é comparado, conclui-se que as nanoestrelas sao as que proporcionam O maior
aumento devido as suas pontas capazes de aumentar o campo eletromagnético local.®8!84

1.5 Imunoensaios

Os imunoensaios sdo utilizados quando existe a necessidade de quantificar um analito
numa dada amostra e sao usados os anticorpos para identificar o mesmo de forma especifica. A
utilizacao de anticorpos em plataformas de biossensores e de diagnosticos proporcionam a estas
elevada sensibilidade e especificidade na detecdo de determinado analito.®>%

O desenvolvimento de um imunoensaio implica a definicdo dos pardmetros a utilizar como
qual o analito a identificar, que tipo de amostra ¢ analisada, o modo de dete¢do (colorimétrico,
fluorescéncia, absor¢do ou dispersao, por exemplo) e o tipo de imunoensaio (tipo sandwich ou
competitivo, por exemplo).%

O tipo de imunoensaio mais utilizado, principalmente em ELISA (Ensaio de
imunoabsor¢do enzimatica, do inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), € o ensaio tipo
sandwich. Este imunoensaio utiliza dois anticorpos: o anticorpo de captura e o anticorpo de
detecdo. O anticorpo de captura esta imobilizado numa superficie e liga o antigénio quando a
amostra € adicionada ao substrato. De seguida, ¢ adicionado o anticorpo de detecdo que se vai
ligar ao antigénio que se encontra imobilizado a superficie pelo anticorpo de captura. Assim, o
antigénio fica entre os dois anticorpos, como uma sandwich. O anticorpo de detecdo é marcado
com uma molécula de forma a ser possivel detetar a sua presenca apds ligagdo ao antigénio. A
medida que a concentragdo de antigénio presente na amostra aumenta, assim aumenta a
quantidade de anticorpo de detec¢do ligado e mais intenso o sinal obtido.3¢

O desenvolvimento dos anticorpos de detecado foi abordado na secgdo 1.3.3. A preparagdao
dos anticorpos de captura é abordada na sec¢do seguinte (1.5.1).

1.5.1 Modificacdo de superficies

As superficies dos substratos usados para o desenvolvimento de biossensores nao possuem
0S grupos necessarios para a imobilizacdo direta dos anticorpo, sendo necessario modificar a
superficie primeiro. Os grupos funcionais do substrato podem ser ativados por tratamento quimico,
como por exemplo o uso da solugdo piranha ou plasma que forma uma camada de grupos ativos -
OH.#738 A presenca deste grupos hidroxilo permitem a ligagdo covalente de moléculas de silano,
formando uma monocamada de silano que através de uma molécula bi-funcional (agentes de
reticulagdo ou cross-linkers) pode ser ligada ao anticorpo.>%

O silano a utilizar para a modificagdo da superficie depende do grupo funcional que
queremos apos a silanizagdo. Os silanos como o APTES (3-aminopropiltrietoxisilano) e APTMS
(3-aminopropiltrimetoxisilano) possuem na extremidade oposta grupos amina enquanto que o
silano MPTMS (3-mercaptopropiltrimetoxisilano) possui um grupo tiol (-SH).8” Apos a formagdo
da camada de silano, é usado um cross-linker como o glutaraldeido ou um éster para a formacgao da
ligagdo covalente entre o grupo amina do aminosilano ou o grupo tiol do mercaptosilano utilizado
e o grupo amina do anticorpo.?” Para finalizar a preparagdo da superficie para ser utilizada, a
superficie é bloqueada com Tween ou BSA de forma a eliminar a possibilidade de intera¢do nao
especifica entre o antigénio e a superficie.3%
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1.6 Objetivos da dissertacao e proposta de trabalho

A espetroscopia de Raman aumentada pela superficie (SERS) utiliza nanoestruturas
metalicas com propriedades de ressondncia plasmoénica de superficie localizada (LSPR) para
aumentar o sinal de uma molécula ativa em Raman. As nanoestruturas mais usadas para este fim
sao as nanoparticulas de ouro em solugao coloidal, que permitem, juntamente com o aumento de
sinal da molécula ativa em Raman, a bioconjugacao com proteinas como anticorpos para a detecao
de analitos especificos com elevada sensibilidade.

O trabalho desenvolvido e apresentado nesta dissertagdo teve como objetivo principal o
desenvolvimento de bionanoconjugados entre nanoparticulas de ouro e um anticorpo com vista a
criagdo de um ensaio de imunodetecdo por SERS tipo sandwich, como representado na Figura 1.11.

Jﬁé'sﬁ" E;x’v.

fg xﬁ-
¥xx rxx Yy ‘i'

b P | \

i | |
[ siticio/viaro | | siticiovidro | [ siticio/vidro |

@ Antigénio * Anticorpo

¥ Molécula repérter de Raman
Figura 1.11 — Representacao de um ensaio de imunodetecao tipo sandwich.

De forma a atingir os objetivos propostos, vao ser usadas nanoparticulas de ouro esféricas
(AuNPs) para a obtengdo dos bionanoconjugados. A funcionaliza¢do das AuNP sera feita com
ligandos bifuncionais, apresentando numa extremidade um grupo tiol para ligacdo por
quimiossor¢do a superficie das AuNP e na extremidade oposta um grupo funcional acido que
permite interagOes electroestaticas vantajosas com biomoléculas. Para esta funcionalizagdo
pretende usar-se uma mistura de 11-MUA (cadeia de carbono alifatica) e 4-MBA (sonda de
Raman) ou apenas 4-MBA, de forma a maximizar o sinal obtido por SERS. A bionanoconjugacao
vai basear-se na interagdo electroestatica entre os grupos acidos carregados negativamente do
ligando de funcionaliza¢ao e o anticorpo. Para além da interacao electroestatica, sera estudada a
ligagdo covalente entre o ligando de funcionalizagdo e o anticorpo, promovida por um agente
reticulante. Por forma a garantir que o anticorpo se encontra ligado a nanoparticula, sera usado
um modelo enzimatico em que o anticorpo usado (Anti-HRP) é especifico para a peroxidase de
rabano (HRP), uma enzima que catalisa a reacdo entre o ABTS e o H,O:. Por espetroscopia de
UV/Vis, é determinada a atividade da enzima que se encontra ligada a nanoparticula apenas pela
reacao altamente especifica do anticorpo para o antigénio respetivo. Apds esta conjugacao, os
bionanoconjugados sdao avaliados por SERS a fim de verificar a existéncia de um sinal intenso apos
todos os passos da bionanoconjugagao.

Para além das nanoesferas de ouro, sera estudada a possibilidade da utilizagdao de outras
nanoestruturas plasmoénicas que possam aumentar a sensibilidade do ensaio devido a apresentarem
hot-spots na sua estrutura, como por exemplo, as nanoestrelas de ouro.

De forma a construir o imunoensaio completo, sera ainda desenvolvido trabalho no sentido
de otimizar a formag¢do de uma monocamada de silano numa superficie de vidro para posterior
imobilizagdo de Anti-HRP. As superficies de vidro sdo inicialmente imersas em solugdo piranha
(mistura 1:3 de peréxido de hidrogénio e acido sulfurico) e, apos cura na estufa a 100°C, as
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superficies sdo imersas em solugdes a diferentes percentagens do aminosilano APTES em tolueno.
Estas superficies sao analisadas por elipsometria para determinar a espessura da camada de
APTES, por AFM para verificar a uniformidade da camada e ¢ calculado o angulo de contacto
com agua para determinar a hidrofobicidade da superficie. Apds determinados estes parametros e
escolhida a percentagem da solug¢do de APTES ideal para a formag¢ao da monocamada, sera usada
a molécula de glutaraldeido para fazer a ligagao entre o grupo NH, do APTES e o anticorpo.
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Capitulo 2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais e reagentes

A lista detalhada dos reagentes quimicos, proteinas e equipamentos encontra-se descrita no
anexo .

2.2 Sintese quimica de nanoestruturas de ouro

Antes da sintese das nanoparticulas de ouro (esféricas ou estrelas), todo o material a usar é
lavado com aqua regia. Esta € uma solu¢do 1:3 de acido nitrico para acido cloridrico que permite
remover vestigios de metais que se encontrem depositados no material a usar e poder-se-ao tornar
nuacleos de cristalizacdo durante a sintese. Desta forma, todo o material a ser usado durante a
sintese é imerso em aqua regia e no dia seguinte é lavado com agua ultrapura (Agua Mili-Q,
18.2MQ-cm) varias vezes até o pH estar compreendido entre 7 e 8.

2.2.1 Nanoesferas de ouro

A sintese de nanoesferas de ouro (AuNPs) é baseada no método de redugdo por citrato
descrito por Turkevich**®2, Foram adotadas duas abordagens na sintese de nanoesferas: a sintese
direta®® e a sintese inversa®. A principal diferenca entre as duas abordagens é a ordem de adi¢dao
dos reagentes ao baldo. Na sintese direta, o citrato é adicionado ao ouro em ebuli¢do enquanto que
na sintese inversa é o oposto. Ojea-Jiménez e colaboradores®® reportaram que a ordem de adi¢do
dos reagentes durante a sintese altera o tamanho final das nanoparticulas, sendo que a sintese
inversa permite obter nanoparticulas de ouro esféricas com cerca de 12nm de didmetro enquanto
que a sintese direta resulta em nanoparticulas com didmetros médios compreendidos entre 15 e
20nm.*

Na sintese direta, sdo adicionados 100mL de H,O ultrapura a um baldo de fundo redondo
de duas tubuladuras com uma barra magnética ao qual sdo acrescentados 69.2uL. de HAuClL
1.445M. A solugao de ImM de HAuCl, é colocada em aquecimento, agitacao e refluxo até entrar
em ebulicdo. Ao entrar em ebuli¢do, sdo adicionados 10mL de citrato de sdédio 38.8mM pré-
aquecido mantendo as condi¢des anteriores durante mais 15 minutos. No fim dos 15 minutos, a
solugdo é retirada de aquecimento, refluxo e agitacdo e deixada a arrefecer a temperatura ambiente.

No caso da sintese inversa, adicionaram-se 98mL de H,O ultrapura a um baldo de fundo
redondo de duas tubuladuras com uma barra magnética. O baldo é colocado em aquecimento,
refluxo e agitacdao (300rpm) até entrar em ebulicdo. Apos ebuligdo, a agitagdo é aumentada para
1150rpm e 2mL de citrato de s6dio 343.5mM sao adicionados. Sdo mantidas as condi¢des durante
5 minutos. Passados os 5 minutos em ebuli¢do, sdao adicionados 69.2uL. de HAuCl, 1.445M e
agitacdo diminuida para 700rpm. No fim de 5 minutos, é desligado o aquecimento, refluxo e
agitacdo e a solu¢ao de nanoparticulas ¢ deixada a arrefecer a temperatura ambiente.

2.2.2 Nanoestrelas de ouro

A sintese de nanoestrelas de ouro (AulNSs) foi efetuada pelo método descrito por Yuan et
al.¥ O primeiro passo na sintese de AuNSs € a preparacdo das AuNPs nas quais sera favorecido o
crescimento de pontas. Estas nanoparticulas esféricas foram preparadas por sintese inversa
(procedimento apresentado na secgao 2.2.1).

Para AuNPs com 15nm de didmetro, 81.6uLL de H,O ultrapura sao adicionados a um
erlenmeyer e colocado em agitacdo protegido da luz com papel de aluminio. De seguida, sao
adicionados 7.47mL de AuNPs a 2nM e 15.5uL. de HAuCls a 1.455M. Em simultaneo, sao
adicionados 450uL de acido ascorbico a 100mM e 450uL. de AgNO;s; a 4mM. A formagdo das
nanoestrelas é confirmada pela alteragdo da cor da solugdo para um tom azulado. A agitagdo é
mantida durante 30 segundos, apds os quais o volume total (90mL) é dividido por dois tubos de
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centrifuga de 50mL e centrifugados a 2500 x g (rotor BRK5308) durante 30 minutos. O
sobrenadante é descartado e as nanoparticulas que permanecem no fundo do tubo sao retiradas e
guardadas a 4°C para posterior caracterizacdo e funcionalizag¢do.

2.3 Caracterizacao das nanoestruturas de ouro

2.3.1 Caracterizacao das nanoesferas de ouro

O tamanho e concentracdo das nanoparticulas foram determinados por espetroscopia de
UV-Vis descrito por Haiss et al.*¢ Os autores apresentam a Equacdo 2.1 para a determinag¢do do
diametro da nanoparticula (d) usando a razao entre a absorvancia da banda plasmoénica (Aspr) € a
absorvancia a 450nm (Asso) e os parametros experimentais de ajuste By e B, (3.00 e 2.20,
respetivamente).

1ASPR_ .
d = e Y4so Equacgiao 2.1

A concentragdo é obtida usando a Lei de Lambert-Beer, Equag¢ao 2.2, onde Aso
corresponde a absorvancia a 450nm, ¢ corresponde a concentragdo (M), b corresponde ao percurso
otico da célula (cm) e e450 corresponde ao coeficiente de extingdo molar a 450nm (M! cm™).

Auso = ¢ b gy459 Equacgao 2.2

Haiss er al, apresentam na informagdo suplementar uma tabela que permite a obtengdo do
valor de &s0 a partir do didmetro determinado anteriormente. A tabela foi usada para obter a
Equagdo 2.3 que permite o calculo de 450.%

In(e4s0) = 3.0869In(d) + 10.869 Equagdo 2.3

Para a caracteriza¢do das nanoparticulas de ouro esféricas, foi obtido um espetro entre os
comprimentos de onda de 350 e 750nm. Este permitiu obter os valores de absorvancia a 450nm e
da banda de LSPR (por volta dos 520nm) para a aplicagdo da Equagdo 2.1 que determina o
tamanho das nanoparticulas e, por aplicacdo das equagdes 2.2 e Equagdo 2.3permite o calculo da
concentra¢ao da solugao coloidal.

2.3.2 Caracterizagao das nanoestrelas de ouro

Asnanoestrelas de ouro sdo particulas anisotropicas o que faz com que a sua caracteriza¢ao
ndo possa ser feita da mesma forma que as esferas. Apenas técnicas como NTA (do inglés
Nanoparticle Tracking Analysis) permitem obter o tamanho e concentragcdo destas solugdes coloidais.
Uma vez que este equipamento ndo estd disponivel no laboratdrio, a concentragcao das AuNSs foi
estimada por espetroscopia de UV/Vis, usando um intervalo de valores de coeficiente de extingdo
molar entre 5x10° e 9x10°M"'cm™ facultado pelo Mestre Miguel Oliveira e Professora Eulélia
Pereira.

Para a obten¢do da concentracdo estimada das nanoestrelas de ouro é obtido um espetro
entre 0s 400 e 1000nm do qual é retirado o valor de absorvancia ao comprimento de onda maximo,
entre 650 e 750nm. A concentracao é entao determinada por aplicacao direta da lei de Lamber-
Beer (Equacao 2.2) com ambos os coeficientes de extingdo e foi usada a média para os ensaios que
foram efetuados posteriormente.

2.4 Funcionalizacdo das nanoestruturas de ouro

Para a funcionalizagdo das nanoestruturas de ouro é necessario usar um racio de agente de
revestimento (AR) para cada nanoparticula. A Equagdo 2.4 permite o calculo de volume de agente
de revestimento necessario para a funcionaliza¢do de um determinado volume de AuNPs, onde o
racio AR/AuNP representa o racio entre o nimero de moléculas de agente de revestimento para
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uma nanoparticula, [AulNP] corresponde a concentracao de AuNPs, Vaunps representa o volume
de AuNPs a funcionalizar e [AR] corresponde a concentracao de agente de revestimento.

AR] Equacao 2.4

2.4.1 Funcionalizacao das nanoesferas de ouro: 11-MUA e 4-MBA

As nanoparticulas foram funcionalizadas com solu¢des de 10mM de 11-MUA e/ou 4-
MBA, preparadas com etanol absoluto anidro HPLC. De forma a determinar o racio molar
minimo de agente de revestimento para nanoparticula de ouro, foram preparadas diferentes
solugdes de nanoparticulas com racios de AR/ AulNP que variam entre 0 e 100 000. Estas solugdes
foram posteriormente analisadas por eletroforese em gel de agarose.

Foram funcionalizados 3 lotes de nanoparticulas com diferentes misturas de 11-MUA com
4-MBA: 90% 11-MUA & 10% 4-MBA; 50% 11-MUA & 50% 4-MBA; 10% 11-MUA & 90% 4-
MBA. Para cada experiéncia, a 500uL. de AuNPs a 1.5nM, foram adicionados os volumes de 11-
MUA e/ou 4-MBA calculados a partir da Equacao 2.4 de forma a obter os racios entre 0 e 100 000.
Os tubos de amostra foram colocados em agitagdo durante 15 minutos e, apds este tempo, foram
centrifugados a 14112 x g (rotor BRK5424) durante 10 minutos a temperatura ambiente. O
sobrenadante de cada amostra foi descartado e o sedimento ressuspendido em 13.5pL de H,O
ultrapura, aos quais foram adicionados 1.51L de glicerol para posterior separagio por eletroforese
em gel de agarose (técnica e procedimento em detalhe no Capitulo 3 | Técnicas de caracterizagao:
AGE - Eletroforese em gel de agarose).

2.4.2 Funcionalizacao das nanoestrelas de ouro: 11-MUA e 4-MBA

As nanoestrelas foram funcionalizadas com solu¢cbes de 10mM de 11-MUA e/ou 4-MBA,
preparadas com etanol absoluto anidro HPLC. Foi usado o racio de funcionalizagdao de 100 000:1,
o racio anteriormente usado pelo Mestre Miguel Almeida.

Foram funcionalizados diferentes lotes de nanoestrelas de ouro com diferentes misturas de
11-MUA com 4-MBA: 90% 11-MUA & 10% 4-MBA; 50% 11-MUA & 50% 4-MBA; 10% 11-MUA
& 90% 4-MBA; 100% 4-MBA. A funcionalizagdo das AuNSs por adicio dos agentes de
revestimento a sintese ap0s ajustar o pH para cerca de 9 e antes da centrifugacao. A funcionalizagao
sO é considerada completa quando é observado um desvio batocromico da banda de LSPR no
espetro de absorg¢ao.

2.5 Bionanoconjugados com nanoesferas de ouro

2.5.1 Conjugacao dos anticorpos com as nanoesferas de ouro por interacao
eletroestatica

A conjugacio das nanoparticulas com Anti-HRP a 2.4x10°M é feita apds a funcionaliza¢do
destas com uma solucao etanolica de 4-MBA a 10mM. Para tal, a 1.5nM de AulNPs é adicionado
o volume de 4-MBA correspondente ao racio de funcionalizagdo de 5000:1. Tal como referido
anteriormente, a solu¢ao ¢ colocada em agitacdo durante 15 minutos. Uma vez que vao ser testados
varios racios de bioconjugac¢ao com anticorpo, a solucdao de AuNPs é dividida por tubos de amostra
de forma a que cada um dos tubos contenha 500pL de AuNPs@4-MBA (AulNPs funcionalizadas
com 4-MBA).

Pela Equacdo 2.4, ¢ possivel calcular os volumes de anticorpo a adicionar a cada um dos
tubos de amostra de forma a obter racios de bioconjugacao entre 0 e 2150. As amostras foram
guardadas a 4°C durante a noite e posteriormente centrifugadas a 14112 x g durante 10 minutos a
4°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 13.5uL de tampao fosfato de
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potassio 10mM (pH=7.5) aos quais foram adicionados 1.51L de glicerol para posterior separagao
por eletroforese em gel de agarose (técnica e procedimento em detalhe na secgdo 3.2).

2.5.2 Conjugagao dos anticorpos com as nanoesferas de ouro por ligacao covalente

De forma a obter bionanoconjugados robustos, foi usada a estratégia de ligacdao covalente
entre o agente de revestimento e o anticorpo usado. De forma a favorecer a liga¢do covalente entre
o grupo carboxilico do 4-MBA (-COOH) e o grupo amina do anticorpo (-NH,), foi usada a quimica
de reticulagdao com EDC e Sulfo-NHS. Estes dois agentes funcionam como ativadores do grupo
carboxilico, tendo o Sulfo-NHS ainda a fungdo de estabilizar este complexo. Foram testadas
diferentes concentrages dos dois reagentes, estando o Sulfo-NHS no dobro da concentragdo de
EDC.

Foi preparada uma solu¢do de AuNPs a 1.5nM funcionalizadas com uma solugao etanolica
de 4-MBA a 10mM no racio de 5000:1 com agitacdo durante 15 minutos. A solu¢do de AuNPs@4-
MBA foi dividida por tubos de amostra com 500pL cada tubo. As solugdes iniciais de EDC e Sulfo-
NHS foram preparadas em H,O ultrapura a 1M. Foram preparadas solugdes sucessivas até 0.1mM
de forma a que fosse apenas necessario adicionar 5ul. de EDC e 10uL de Sulfo-NHS a cada tubo
de amostra para obter as concentragdes de 10 a 0.001lmM e 20 a 0.002mM de cada reagente,
respetivamente. O racio de anticorpo foi mantido constante a 17:1 (Anti-HRP:AuNP) e a
concentragdo de Anti-HRP foi de 2.4x10°M. As amostras foram incubadas durante 15 minutos e
posteriormente centrifugadas a 14112 x g durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado
e o sedimento ressuspendido em 13.5pL de tampao fosfato de potassio 10mM (pH=7.5) aos quais
foram adicionados 1.5pL de glicerol para posterior separagao por eletroforese em gel de agarose
(técnica e procedimento em detalhe na sec¢io 3.2).

Apbs a determinagdo da concentragdo de EDC e Sulfo-NHS a que se observa a formacgao
da ligacdo covalente, foi estudada a possibilidade de aumentar o racio de anticorpo face a
nanoparticula de forma a aumentar a sensibilidade dos bionanoconjugados. Foram usadas as
concentragdes de 0.01mM de EDC e 0.02mM de Sulfo-NHS para todas as amostras e os racios de
Anti-HRP variaram entre 0 e 2000, com a concentracio de Anti-HRP a 2.4x10°M. As amostras
foram incubadas durante a noite e posteriormente centrifugadas a 14112 x g durante 10 minutos a
4°C. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 13.5uL de tampao fosfato de
potassio 10mM (pH=7.5) aos quais foram adicionados 1.5uL de glicerol para posterior separagao
por eletroforese em gel de agarose (técnica e procedimento em detalhe na secgdo 3.2).

2.5.3 Bloqueamento da superficie com BSA

A preparagdo dos bionanoconjugados prosseguiu com 500ul. de AuNPs a 1.5nM
funcionalizadas com 4-MBA na razdo de 5000:1 (AuNPs:4-MBA). As concentragdes de EDC e
Sulfo-NHS usadas foram de 0.01mM e 0.02mM, respetivamente, e o racio de anticorpo foide 17:1
(Anti-HRP:AuNPs). Apos 15 minutos de conjugagdo, as amostras foram centrifugadas a 14112 x
g durante 10 minutos a 4°C, sendo descartado o sobrenadante e o sedimento ressuspendido em
200uL de BSA a Img/mL em tampao fosfato de potassio 10mM (pH=7.5). As amostras foram
incubadas durante 1 hora e posteriormente centrifugadas a 14112 x g durante 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 500uL de tampao fosfato de potéssio
10mM (pH=7.5). As amostras foram armazenadas a 4°C para posterior conjugacao com HRP para
ensaios enzimaticos e espetroscopia de Raman.

2.5.4 Conjugacao com HRP

A conjugacgdo dos bionanoconjugados bloqueados com BSA com a enzima especifica do
anticorpo, a HRP, foi feita com uma solu¢do a 3.42x10°mg/mL (7.78x10°M) no mesmo racio
usado para a conjugac¢do do anticorpo com as AuNPs (17:1). conjugacio foi feita durante 5
minutos, ap0s os quais as amostras foram centrifugadas a 14112 x g durante 10 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 500ul de reagente D do ensaio
enzimatico (sec¢do 2.6).
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2.6 Ensaio enzimatico com enzima peroxidase de rabano (HRP)

A atividade da enzima HRP foi determinada por aplicagdo do protocolo da Sigma-Aldrich®.
Neste, o ABTS ¢é oxidado na presenca de H>O; e a reagdo ¢é catalisada pela HRP, de acordo com a
Equagdao 2.5. O aparecimento da espécie ABTS oxidado em solugdo é monitorizado por
espetroscopia de UV/Visivel, acompanhando a absorvancia 405nm.

H,0, + ABTS - 2H,0 + ABTS oxidado Equagdo 2.5

A composi¢ao das solugdes necessarias para executar o ensaio enzimatico esta apresentada
na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 — Solugdes necessarias para o ensaio enzimatico da peroxidase.

Reagente Composi¢ao

Reagente A 100mM de fosfato de potassio monobasico, pH=5.0
Ajustar pH com KOH 1M

Reagente B 9.1mM de ABTS em Reagente A

Preparar fresco

Reagente C 0.3% (v/v) de H,O, em H,O ultrapura

Preparar fresco

Reagente D 40mM de fosfato de potassio monobasico, pH=6.8
0.25% (m/v) BSA

0.5% (v/v) Triton X-100

Ajustar pH com KOH 1M

Reagente E 0.5 unidades/mL de enzima HRP em Reagente D

Para preparar o reagente E (a solu¢do de enzima HRP), é necessario ter em conta o valor
de unidades/mg solido (valor especifico para cada lote de enzima) que, no caso do lote usado, era
de 146 unidades/mg solido. Para obter um valor de 0.5 unidades/mL de enzima, era necessaria
uma concentragdo de 3.42x10°mg/mL de HRP em reagente D. Uma vez que a quantidade de
solido a pesar é muito pequena, foi preparada uma solugao de HRP stock de 1mg/mL. A solugido
stock de HRP foi diluida para a concentragio a usar de 3.42x10°mg/mL em reagente D e
armazenada a 4°C.

Um ensaio enzimatico de HRP é dividido em duas medig¢des: a variacao de absorvancia a
405nm por minuto de uma amostra sem enzima (branco) e a variagao de absorvancia a 405nm por
minuto de uma amostra com enzima (teste). Com estes dois valores, é possivel aplicar a Equagao
2.6 de forma a obter o numero de unidades por mL de enzima, onde V;corresponde ao volume
final de reagdo, FD corresponde ao fator de dilui¢do usado, &4, € 0 coeficiente de extingdo molar
do ABTS oxidado a 405nm e V,,,;,.. € 0 volume de enzima adicionado a reacao.

(AAgosnm/min teste—AAygsnm/min branco)XVgxFD

unidades/mL de enzima = Equacio 2.6

€405snmXVenzima
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2.6.1 Enzima livre

A preparacgao das amostras (branco e teste) para o ensaio enzimatico da enzima livre sao
semelhantes. Em primeiro lugar, é preparado um tubo de amostra com 1mL de ABTS (reagente
B). A este tubo de amostra, sao adicionados 17uL. de reagente D no caso da amostra de branco, e
17uL de HRP a 3.42x10°mg/mL (reagente E) no caso da amostra de teste. De seguida, sdo
adicionados 34pL de H,O, (reagente C) e ¢ iniciada a contagem do tempo de reagdo. Desta mistura
reacional, sao retirados 100uL e colocados numa célula de quartzo de ImL com 900uL de reagente
A. A absorvancia a 405nm ¢é registada em intervalos de 30 em 30 segundos durante 16 minutos no
caso da amostra de branco, e durante 8 minutos no caso da amostra de teste. Os ensaios foram
executados em triplicados e para cada amostra de teste, foi preparada uma amostra de branco.

2.6.2 Bionanoconjugados

Para os ensaios enzimaticos dos bionanoconjugados, a amostra de branco ¢ feita com os
bionanoconjugados sem HRP (apenas bloqueados com BSA) e a amostra de teste contém os
bionanoconjugados apds a conjugacdo com a HRP.

Em primeiro lugar, é preparado um tubo de amostra com 1mL de ABTS (reagente B). A
este tubo de amostra, sdo adicionados 17ul. de bionanoconjugados apenas bloqueados com BSA a
1.5nM no caso da amostra de branco, e 17ulL de bionanoconjugados com HRP ligada a Anti-HRP
a 1.5nM no caso da amostra de teste. De seguida, sdo adicionados 34uL de H,O, (reagente C) e é
iniciada a contagem do tempo de reagdo. Desta mistura reacional, sao retirados 100uL e colocados
numa célula de quartzo de ImL com 900uL de reagente A. A absorvancia a 405nm ¢é registada em
intervalos de 30 em 30 segundos durante 16 minutos no caso da amostra de branco, e durante 8
minutos no caso da amostra de teste. Os ensaios foram executados em triplicados e para cada
amostra de teste, foi preparada uma amostra de branco.

2.7 Espetroscopia de Raman e SERS

Os espetros de Raman e de SERS foram obtidos num micro-Raman Renishaw inVia Qontor
com o laser de 633nm com uma poténcia de 32mW, o centro do espetro a 1125cm™ e a objetiva
50x LD (longa distancia).

A Tabela 2.2 resume a percentagem e poténcia de laser, tempo de exposicdo da amostra
ao laser e numero de acumulagdes usada na obtengao dos espetros de Raman ou SERS de cada
amostra.

Tabela 2.2 — Percentagem e poténcia de laser, tempo de exposicdo da amostra ao laser e nimero de
acumulagdes usada na obtencao dos espetros de Raman ou SERS de cada amostra.

Amostras Poténcia(mW) | Tempo de exposicao | Acumulagdes
(s)

Raman

4-MBA solido 1.6 10 7
SERS

AuNPs@11-MUA & 4-MBA 0.32 7 5
Bionanoconjugados 1.6 10 9
AuNSs@11-MUA & 4-MBA 1.6 10 7
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2.8 Modificacao de superficies de vidro e silicio

2.8.1 Silanizacao do vidro e silicio

A modificacao das superficies de vidro e silicio foi feita segundo o protocolo desenvolvido
por Gunda er al®® O material de vidro usado na silaniza¢do é lavado com detergente e H,O
ultrapura, passado por isopropanol e acetona e mantido na estufa durante a noite a 110°C.

As amostras de vidro e silicio que irdo servir como suporte para a silaniza¢ao sao cortados
em amostras de 2cm x lcm e sdo igualmente lavadas com detergente e H,O ultrapura. Sdo
colocadas em isopropanol e sujeitas a ultrassons durante 5 minutos. Apos os 5 minutos, sdo secas
com azoto e colocadas em acetona e ultrassons durante mais 5 minutos.

O passo seguinte na limpeza do substrato é a imersdo das amostras em solugdo piranha
(mistura 1:3 de H,O; para H,SOy). Esta solugcdo é preparada sob agitacdo sem aquecimento e o
peroxido de hidrogénio é adicionado gota a gota ao acido sulftirico. A solugdo é distribuida por
varios copos de vidro onde se encontram as amostras e estas devem ficar submersas durante 20
minutos. Apos os 20 minutos, as amostras sdo lavadas com H,O ultrapura e secas sob corrente de
azoto, sendo depois colocadas na estufa a 110°C durante a noite.

No dia seguinte, antes de serem retiradas as amostras da estufa, sao preparadas as solucdes
de APTES a diferentes concentragdes (1%, 2%, 5% e 10%) em tolueno. As amostras sao entao
retiradas da estufa e imersas nas solu¢ées de APTES e mantidas no excicador durante 1 hora.
Passado este tempo, as amostras sdo retiradas das solugdes e lavadas com tolueno e acetona. As
amostras sao mantidas na estufa durante a noite para posterior caracterizagao

2.8.2 Caracterizacao da superficie

As superficies obtidas foram caracterizadas com recurso as técnicas de angulo de contacto,
elipsometria e microscopia de forga atémica.

2.8.2.1 Angulo de contacto de agua (WCA)

A determinacdo do angulo de contacto foi efetuada pelo método de sessile drop com o
equipamento Dataphysics OCA 15Plus com um sistema de video e camara de alta resolu¢dao. Com o
auxilio do programa SCA 20, foi dispensada uma gota de 5ul. sobre a superficie a analisar e gravado
o video da deposicao da gota. O angulo de contacto foi medido 5 segundos apds a deposi¢do da
gota.

2.8.2.2 Elipsometria

A elipsometria foi usada para determinar a espessura da camada apos cada passo de
modificagdo da superficie. As medigdes foram efetuadas com o elipsémetro UVISEL 2VUV (Horiba-
Jobin Yvon) no intervalo de 1.5 a 6.5eV com um angulo de incidéncia de 70°. Os dados
experimentais foram ajustados usando a lei de Cauchy pelo programa DeltaPsiZ2.

2.8.2.3 Microscopia de for¢a atomica (AFM)

A microscopia de for¢a atomica foi usada para determinar a topografia das amostras. As
medi¢Oes foram efetuadas pelo Mestre Toméas Calmeiro no equipamento Asylum MFP-3D no
CENIMAT. A area analisada foi de 5um x Sum, usando o modo intermitente de modo a minimizar
a forca exercida na superficie.
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Capitulo 3 | TECNICAS DE CARACTERIZACAO

3.1 Espetroscopia de ultravioleta-visivel

A espetroscopia de ultravioleta-visivel (UV/Vis) refere-se a espetroscopia de absor¢ao na
regido ultravioleta-visivel do espetro eletromagnético.”’ Quando a luz é absorvida por uma
amostra, a irradidncia (P, em W/m?) do feixe incidente diminui. A luz passa por um
monocromador que seleciona um dado comprimento de onda com irradidncia P, e esta atravessa
a amostra com um dado percurso 6tico (b). Uma vez que parte da luz é absorvida pela amostra, a
irradiancia que chega ao detetor (P) é inferior a P). A Figura 3.1 apresenta um esquema de um
espetrofotometro de feixe inico.”

Pl

b
Fonte Monocromador Amostra Detetor

Figura 3.1- Esquema de um espetofotometro de feixe inico. Adaptado de **

A quantidade de luz absorvida pela amostra é dado o nome de absorvancia (4) e ¢ dada
pela Equagdo 3.1.%

A= log% Equagio 3.1

A absorvancia ¢ diretamente proporcional a concentracao da amostra, tornando possivel o
uso da espetroscopia de absor¢dao UV/Vis para a determinacdo da concentracdo de uma dada
solugdo. Para tal, é usada a lei de Lambert-Beer (Equagdo 3.2) onde 4 corresponde a absorvancia,
¢ corresponde & concentracdao da amostra (em M), b corresponde ao percurso 6tico (em cm) e €
corresponde ao coeficiente de extingdo molar (M'cm™). O coeficiente de extingdo molar é
caracteristico de cada substancia e permite o calculo da quantidade de luz absorvida a um
determinado comprimento de onda.®

A=cbe Equagido 3.2

Os espetros foram obtidos num espetrofotometro Varian Cary 50 Bio UV/Visible com a
células de quartzo Hellma Analytics. As medi¢oes foram efetuadas com diferentes intervalos de
comprimento de onda que se encontram especificados junto do procedimento correspondente.

3.2 AGE - Eletroforese em gel de agarose

A eletroforese em gel de agarose (AGE, do inglés Agarose Gel Electrophoresis) permite a
separac¢do de biomoléculas pela sua carga e pelo seu tamanho.” Apesar de ser amplamente usado
para biomoléculas, também ¢é possivel a separacdo de nanoparticulas metalicas. Esta técnica tem
sido usada para comparar o tamanho das nanoparticulas modificadas por moléculas complexas
que alteram a sua carga e tamanho, fazendo com que a migragio no gel seja distinta.**

As nanoparticulas funcionalizadas negativamente (com 4-MBA ou 11-MUA, cujo grupo
carboxilico lhes confere carga negativa) migram no gel para o polo positivo. Quando, apds
funcionalizac¢ao, as nanoparticulas sao conjugadas com biomoléculas, o seu tamanho aumenta e a
carga negativa diminui devido ao cancelamento progressivo de carga proporcionado pelas
biomoléculas. Quanto maior o nimero de biomoléculas ligadas a superficie da nanoparticula,
maior o seu tamanho e menos negativa a sua carga o que leva a menor migra¢ao no gel.

A funcionalizagdo das nanoparticulas de ouro e a formagdo dos bionanoconjugados foi
confirmada pela separagdo por eletroforese em gel de agarose. Foi preparada uma solugdo de 0.4%
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de agarose em tampdo TAE 1:8 (Tampao Tris-Acetato-EDTA). Esta solucdo foi sujeita a
aquecimento e agitacdo em placa até dissolucao total da agarose (solucdao fica transparente).
Posteriormente, foi colocada no suporte (BioRad) com um pente de 15 pogcos de amostra e
permaneceu a temperatura ambiente até solidificar. Quando o gel esta solidificado, o pente é
retirado e o suporte com o gel é colocado na tina de eletroforese (Mini-Sub Cell GT, BioRad)
juntamente com tampao de corrida, TAE 1:8, até a marca de maximo de forma a cobrir o gel. As
amostras foram colocadas nos pogos do gel (15ul) e a separagdo eletroforética efetuada a 150V
durante 15 minutos (fonte de tensdo PowerPac Basic Power, BioRad). No final da corrida, o gel é
retirado da tina e do suporte e é fotografado para posterior analise.

A mobilidade eletroforética dos bionanoconjugados foi avaliada com o programa eReuss
desenvolvido pelo professor Ludwig Kripphal do Departamento e Informatica e Investigador da
NOVA-LINCS, da Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa. O
programa eReuss permite a analise dos géis obtidos pela eletroforese em gel de agarose através da
sua imagem. Com esta, o programa determina a distincia de migracdo das amostras, sendo
necessario inidicar o inicio da corrida (localiza¢ido dos pogos, ponto inicial onde foram colocadas
as amostras), e a frente de migracdo (a amostra que migrou mais). Esta distdncia permite
determinar a mobilidade eletroforética (1, em pm-cm/V-s) pela Equac¢ao 3.3, onde v corresponde
a velocidade de migragdo (cm/s) e E corresponde ao campo elétrico (V/s).

pn= % Equacéao 3.3

A velocidade de migragdo é calculada com recurso a Equagdo 3.4, onde v corresponde a
velocidade de migracdo (um/s), dm corresponde a distancia de migragdo (um) e ¢ ao tempo de
corrida do gel (s).

V= dTm Equacao 3.4

O campo elétrico (E, em V/cm) é constante e é calculado pela Equag¢do 3.5, onde v
corresponde a intensidade de corrente aplicada durante a corrida (V) e d corresponde a distancia
entre os dois elétrodos na tina de eletroforese (cm). Uma vez que estes dois valores sdo constantes
ao longo da corrida e para todas as amostras, o valor de campo elétrico é de 10V/cm (150V de
intensidade de corrente aplicada e 15cm entre os dois elétrodos.

E=- Equacao 3.5

3.3 Espetroscopia de Raman

A espetroscopia de Raman é uma técnica de dispersdo baseada na dispersdo inelastica da
radiacdo eletromagnética depois de interagir com as moléculas da amostra.'*36% Quando a
radiagdo eletromagnética interage com a amostra, a frequéncia de dispersdao dos fotdes pode ter a
mesma frequéncia que a radiagdo incidente (dispersao elastica, também denominada dispersao de
Rayleigh) ou uma frequéncia diferente (dispersao inelastica, também denominada dispersdao de
Raman).®® Apenas uma pequena fragdo dos fotdes dispersos tém uma dispersdo inelastica, a
dispersdo que é detetada nesta espetroscopia.’

No micro-espetrometro de Raman (Figura 3.2), o laser passa por uma objetiva que permite
a sua focagem. Quando o laser interage com a amostra, o feixe de dispersao passa pela mesma
objetiva usada para focar o laser. A dispersdo de Rayleigh é removida por um filtro que apenas
permite a passagem da dispersdo inelastica dos fotdes, ou seja, radiagdo com frequéncia diferente
da radiagdo incidente. A luz é entdo focada e direcionada para o detetor.®*¢%

A maioria dos deteores usados nos micro-Raman sao baseados em dispositivos de carga
acolpada (CCD, do inglés Charge-Coupled Device). Estes detetores permitem uma detecdo multicanal
com elevada sensibilidade baixo ruido no sinal obtido.”
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Figura 3.2 — Representa¢do esquematica de uma configuragio tipica de um micro-Raman. Adaptado de

3.4 Caracterizacao de superficies

3.4.1 Elipsometria

A elipsometria espetroscopica ¢ uma técnica Otica usada para medir indiretamente a
espessura de uma camada fina de um composto depositado numa superficie pelo seu
comportamento face a incidéncia de um feixe de luz polarizada.”**® A luz polarizada linear
incidente, quando refletida na amostra, altera para uma forma eliptica, fendémeno este que da o
nome a técnica.”®*” Esta técnica apresenta como vantagens a elevada precisio com uma
sensibilidade de cerca de 0.1A, ndo é destrutiva e permite obter as constantes Oticas e espessura da
amostra. A principal desvantagem prende-se com a necessidade de ajustar um modelo para a
analise dos resultados obtidos, resultando numa caracterizagdo indireta da amostra.”’

De forma simples, um elipsometro é constituido por uma fonte de luz, um polarizador, um
suporte de amostra, um modulador fotoelastico, um analisador e um detetor de luz. O polarizador,
modulador fotoelastico e o analisador permitem a alteragdo do estado de polarizagcdo da luz. A
Figura 3.3 representa um esquema de um elipsdémetro com os elementos mencionados.”**8

Fonte de luz Detetor

¥ Analisador

Polarizador

Modulador fotoelastico

Suporte de Amostra

Figura 3.3 — Representa¢do esquematica de um elipsometro. Adaptado de %%
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A medicao da espessura da amostra ¢ feita ao incidir um feixe de luz polarizada na amostra
com uma incidéncia obliqua face a amostra.”®’’ Este feixe, ao incidir na amostra, é repolarizado e
detetado.”® A incidéncia obliqua face a amostra permite a distincdo de duas polarizag¢des:
polarizagao p (associada a polarizacdo da luz cuja onda se propaga perpendicularmente a amostra)
e polarizagdo s (associada a polarizagio da luz cuja onda se propaga paralelamente a

amostra).””*1% Na Figura 3.4 encontra-se representado um esquema da polariza¢do da luz
100

incidente e da luz repolarizada apos ser refletida na amostra.

Amostra

‘/81\’

Figura 3.4 — Representacdo esquematica da polarizacio eliptica da luz refletida na amostra. A luz
incidente ¢é refletida na amostra que, devido as caracteristicas de superficie, altera a amplitude (W) e fase (A)
entre a polarizac¢do p (perpendicular 4 amostra) e s (paralelo a amostra). Adaptado de 101!

A elipsometria mede a variagdo de amplitude (V) e de fase (A) entre a polarizagdo p e s da
luz apds reflexdo na amostra.”®”*-1%! Estes dois valores descrevem o estado de polarizagdo elitico
apos a luz polarizada linear incidente ser refletida pela amostra e estdo relacionados com o
complexo de Fresnel de acordo com a Equacao 3.6, onde p representa o coeficiente de Fresnel e
Ip e Iy correspondem aos coeficientes de reflexdo de luz polarizada perpendicular e paralelo a
amostra, respetivamente, %101

p=tan¥ e = :—” Equagdo 3.6
N

Na espetroscopia de elipsometria por modulacao de fase, os valores de ¥ e A sdo obtidos a

partir dos componentes I,(Equacao 3.7), I. (Equacao 3.8) e . (Equag¢do 3.9).%

I = sin2V¥ sin A Equacgio 3.7
I, =sin2¥ cosA Equacao 3.8
I.r = cos2¥ Equacao 3.9

A combinagdo dos componentes I; e I, permitem uma medigdo precisa da variacdo de fase
e a combinag¢do dos componentes I, e I, permitem uma medi¢do precisa da variagao de amplitude.”
Com os valores de W e A, ¢ aplicado um modelo que represente a estrutura da camada presente na
amostra de forma a ser obtida a sua espessura.’’ 310!

3.4.2 WCA - Angulo de contacto da dgua

A analise Otica de uma gota de agua colocada numa superficie permite caracterizar o
comportamento de molhabilidade da superficie. O estudo desta caracteristica de superficie envolve
a medig¢do do angulo de contacto entre o liquido e o solido quando estes interagem. 10219

O aparelho que mede o adngulo de contacto é denominado de gonidmetro. Este ¢é
constituido por um sistema com seringa para depositar o liquido na amostra, um suporte de
amostra, uma fonte de luz e uma camara de alta resolugdo. A Figura 3.5 apresenta um esquema
da constituicdo de um gonidmetro para medi¢do do dngulo de contacto.!%21%
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Figura 3.5 — Representacdo esquematica de um goniometro para medicio do angulo de contacto.
Adaptado de 10210

O angulo de contacto é definido como o dngulo formado entre a interface sélido-liquido e
a interface liquido-vapor. A equac¢ido de Young (Equac¢do 3.10) relaciona as tensdes interfaciais
com o angulo de contacto, onde By representa o dngulo de contacto (também denominado dngulo
de contacto de Young), e Yiv, Ysv e Ysi. correspondem as tensdes de interface liquido-vapor, sélido-
vapor e solido-liquido, respetivamente.

YLV COS ey :YSV-YSL Equag;ﬁo 3.10

Na Figura 3.6 estao representadas as interfaces que definem o angulo de contacto. A forma de uma
gota de liquido ¢ determinada pela tensdo de superficie do liquido uma vez que as moléculas que
se encontram a superficie ndo estdo rodeadas por moléculas vizinhas que balancem as forgas que
atuam sobre essa mesma molécula. Isto faz com que essas moléculas sejam puxadas para o interior
da gota pelas moléculas vizinhas criando uma pressao interna.!%1%

Figura 3.6 — Representacdao do angulo de contacto de uma gota de liquido numa superficie sélida. O
angulo de contacto (0) é formado pela interface sélido-liquido (Ys.) e a interface liquido-vapor (Yiv).
Adaptado de '

A molhabilidade da amostra permite caracterizar a superficie como hidrofébica ou
hidrofilica. Quando o angulo de contacto ¢ inferior a 90°, estamos perante uma elevada
molhabilidade o que significa que a superficie é hidrofilica. No caso do angulo de contacto ser
superior a 90°, a molhabilidade € baixa, significando que a superficie é hidrofobica.!??

3.4.3 AFM - Microscopia de for¢a atomica

A microscopia de for¢a atomica (AFM, do inglés Atomic Force Microscopy) ¢ uma técnica
baseada em for¢as interatomicas que permite a caracterizacdo de superficies.!® Esta técnica usa
uma ponta que interage com a superficie e recolhe informacao acerca das forgas atrativas e
repulsivas que existem entre a amostra e a ponta, produzindo uma imagem topografica
tridimensional da superficie.'®
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O principio da técnica de AFM ¢ a medi¢ao das deflexdes do cantiléver a medida que a
ponta desliza e analisa a superficie da amostra. Esta medi¢ao é possivel uma vez que incide sobre
o cantiléver um feixe de laser que é refletido para um fotodetetor. Este fotodetetor esta geralmente
dividido em quadrantes (A, B, C e D) e as deflexdes no cantiléver alteram a localizac¢ao do feixe
de laser refletido no fotodetetor. Esta alteragdo é registada e permite a obtengdo da topografia da
superficie (Figura 3.7). O suporte onde se encontra a amostra permite 0 movimento nos €ixos X €
y, permitindo uma analise bidimensional da superficie. A tridimensionalidade da amostra ¢é obtida
uma vez que o cantiléver tem acoplado um sensor z que permite alterar a altura a que este se
encontra da amostra.'®® O AFM apresenta 3 modos principais para analisar a superficie: 0 modo
de contacto, o modo de ndo contacto e o modo intermitente.!**1%  No modo de contacto, a
ponta mantém-se em contacto constante com a amostra e a superficie é caracterizada pelas forgcas
repulsivas entre os atomos da ponta e da amostra. Este modo pode manter a for¢a aplicada pelo
cantiléver constante ou a altura do cantiléver constante. No caso da forga aplicada pelo cantiléver
ser constante, as deflexdes que este sofre quando a ponta € arrastada na superficie sao corrigidas
pelo ajuste de altura a que se encontra da amostra pelo sensor z. Quando € a altura a que o
cantiléver se encontra da amostra que ¢ mantida constante, ocorre deflexdo do cantiléver a medida
que a ponta deteta alteragdes na superficie. %410

O modo de ndo contacto € caracterizado pela inexisténcia de contacto entre a ponta € a
amostra. A ponta oscila acima da camada superficial da amostra e a medida que a primeira se
aproxima da amostra, as interagdes atrativas entre os atomos da ponta e da amostra provocam uma
alteracio detetavel na frequéncia de oscilagdo do cantiléver. Esta alteracio é detetada e a altura do
cantiléver ajustada de forma a que a ponta permanega sem entrar em contacto com a amostra.'1%

No modo intermitente, existe um contacto da ponta com a superficie da amostra durante
um curto espago de tempo em cada ciclo de oscilagdo do cantiléver. A oscila¢do do cantiléver perto
da superficie da amostra provoca uma aproximacao e afastamento da ponta face a amostra e a
medida que a superficie ¢ analisada, a altura a que o cantiléver se encontra € ajustada como resposta
a alteracdao de amplitude de oscilagdo. Esta alterag¢do da posi¢do do cantiléver ¢ detetada e permite
obter a imagem topografica da amostra.!%41%

Laser Fotodetetor
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com sensorx ey

Figura 3.7 — Representacao esquematica da configuracao basica de um aparelho de AFM. A ponta entra
em contacto com a superficie da amostra e o cantiléver sofre deflexdes consoante a topografia da superficie.
Estas alteragdes na superficie sao detetadas pelo fotodetetor uma vez que as deflexdes do cantiléver
produzem uma altera¢do na posicdo do laser no fotodetetor. Adaptado de '
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Capitulo 4 | RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdao apresentados e discutidos os resultados obtidos pela aplicacao da
metodologia apresentada na sec¢ao 2 da presente tese.

4.1 Sintese e caracterizacao das nanoesferas de ouro

Como referido no capitulo anterior, a sintese de AuNPs foi efetuada usando duas
abordagens: a sintese direta e a sintese inversa. Ambas as abordagens sao baseadas no método
descrito por Turkevich*#? alterando a ordem pela qual os reagentes (HAuCl, e citrato de s6dio)
sao adicionados durante a reacdo. Recordando, na sintese direta o citrato de s6dio é adicionado a
solucdo de HAuCl, ja em agitacdo vigorosa e refluxo enquanto que na sintese inversa ¢ o HAuCly
que ¢ adicionado a uma solugdo de citrato de s6édio em agitagdo e refluxo. Na sintese direta (ou
sintese normal), é observavel a mudanca de cor apds a adi¢do do citrato de s6dio de amarelo para
incolor e no final para um tom vermelho que indica a formagdo de nanoesferas de ouro.*” No caso
da sintese inversa, uma vez que a solug¢do de ouro ¢é adicionada em dltimo, a cor amarela é quase
impercetivel devido a agita¢do vigorosa em que se encontra a solugdo, pelo que apenas se observa
a passagem de incolor para vermelho indicando a formagao de AuNPs.*7>

A caracterizagdo das AuNPs é efetuada por espetroscopia de UV/Vis usando o método
descrito por Haiss e al.*® Em primeiro lugar, é determinado o didmetro usando o espetro UV/Vis
a partir do qual € retirado o valor de absorvancia da banda de LSPR (a cerca de 520nm) e o valor
de absorvancia a 450nm. O racio destes dois valores (Arspr/ Auso) foi 0 que os autores descreveram
como sendo o que apresenta maior linearidade e coeréncia entre os resultados experimentais e
tedricos para determinar o tamanho de nanoparticulas de ouro esféricas com diametro inferior a
35nm.* Este racio é aplicado a Equagdo 2.1 que permite a determinagdo do didmetro das AuNPs
e os valores de B; e B; sdo substituidos por 3.00 e 2.20, respetivamente.
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Figura 4.1 — Espetro de absorcdo das nanoesferas de ouro sintetizadas pelo método de Turkevich. O
espetro a preto representa a sintese normal (ALspr=521nm) e 0 espetro a laranja representa a sintese inversa
(}\LSPRZS 1 8nm) .

O espetro de absor¢dao dos dois métodos de sintese é semelhante, como pode ser observado
na Figura 4.1, apresentando a banda de LSPR caracteristica das nanoparticulas de ouro a cerca de
520nm. Na sintese normal, a banda de LSPR apresenta o seu maximo a 521nm e na sintese inversa
esta encontra-se a 518nm, uma diferenca de 3nm. Esta diferenga explica a diferenga no didmetro
obtido em cada sintese uma vez que a sintese normal geralmente resulta num valor de 15nm de
didmetro e a sintese inversa resulta em tamanhos inferiores, rondando os 12nm. Estes valores
encontram-se de acordo com os reportados na literatura. Ojea-Jiménez et aP? reportaram que a
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ordem de adi¢ao dos reagentes durante a sintese de nanoparticulas afeta o seu didmetro, tendo sido
observada uma diminuicao do tamanho médio e do indice de polidispersividade entre a sintese
normal e a sintese inversa. Esta diferenca de tamanhos foi o motivo pelo qual o protocolo de sintese
foi alterado da sintese normal para a sintese inversa. A sintese de AuNPs, apesar de reprodutivel,
nem sempre resulta em nanoparticulas com o mesmo tamanho, podendo haver variagdo de 1 a
2nm de didmetro. Quando as nanoparticulas obtidas possuiam tamanhos superiores a 15nm, a
funcionaliza¢do destas com a molécula de interesse era comprometida. Quando se procedia a
funcionaliza¢do da solugdo, esta agregava. Nao foi detetado o motivo pelo qual isto acontecia e,
quando o procedimento de sintese inversa foi usado, verificou-se que o processo de funcionalizagdo
decorria sem problemas e sem agregacdo da amostra. Assim, o procedimento de sintese foi alterado
de sintese normal para a sintese inversa.

Uma vez obtido o diametro das nanoparticulas, foi utilizada a Equagao 2.3 para a obtenc¢do
do coeficiente de extingdo molar para o comprimento de onda de 450nm. Este coeficiente apresenta
uma dependéncia logaritmica em relagdo ao tamanho da nanoparticula. Com este valor, é possivel
aplicar a lei de Lambert-Beer (Equagdo 2.2) que permite obter a concentracdo da solugdo de
AuNPs a partir da absorvancia a 450nm.

A concentragdo obtida na sintese normal ronda os valores de 7nM enquanto que na sintese
inversa o valor ¢ de cerca de 11nM. Em ambas as sinteses, a quantidade de HAuCl, é a mesma
(69.2uL. a 1.445M) mas altera a quantidade de citrato de s6dio adicionado, como referido
anteriormente. A quantidade de citrato de sdédio é uma das principais diferengas entre as duas
sinteses, uma vez que esta nao ¢ a mesma nos dois casos. Na sintese normal, sdo adicionados
3.88x10"mol de citrato de sdédio enquanto que na sintese inversa a quantidade adicionada é 1.77
vezes superior (6.87x10“*mol de citrato de sddio). A oxidagdo do citrato em dicarboxiacetona é o
primeiro passo na sintese das nanoparticulas de ouro pela redugdo por citrato e pode ser induzido
pela presenga do HAuCly ou por decomposigao térmica.’"*? O facto de o citrato se encontrar em
maior quantidade na sintese inversa e de ja se encontrar em ebulicdo quando é adicionada a solugado
de ouro, pode contribuir para uma redugdo mais rapida dos atomos de ouro. Esta rapida formagao
de atomos de ouro pode levar a criagdo de mais nucleos durante a fase de nucleac¢ao, o que significa
que ficam disponiveis menos &tomos de ouro para o crescimento das particulas. Isto contribui para
a obtenc¢do de nanoparticulas mais pequenas e também para uma maior concentragdo da solugcao
final, uma vez que sdo obtidas mais nanoparticulas.

Na sintese normal, a concentra¢do de nanoparticulas € inferior a obtida por sintese inversa,
mas as nanoparticulas sao maiores. Tal pode dever-se a uma oxidagdo incompleta ou insuficiente
das moléculas de citrato, conduzindo a formagdo de menos ndcleos o que significa que existem
mais atomos de ouro disponiveis para crescer os nucleos resultando numa menor concentracdo de
nanoparticulas, mas de maior tamanho.

4.2 Funcionalizacao das nanoesferas de ouro

As nanoesferas foram funcionalizadas com 11-MUA e 4-MBA (estruturas quimicas
representadas na Figura 1.6). Foram testados diferentes racios molares de agentes de revestimento
para nanoparticula (rdcio AR:AuNP) de forma a determinar o rdcio minimo que permite uma
cobertura total da nanoparticula, levando a que migre no gel. Os racios testados foram 0, 100, 250,
500, 1000, 5000, 10000, 50000 e 100000 (na Figura 4.2 em cada um dos géis da esquerda para a
direita, respetivamente) no qual o 0 corresponde ao citrato, ou seja, nanoparticulas de ouro
esféricas revestidas apenas com citrato.
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Figura 4.2 — Géis de agarose das nanoesferas de ouro funcionalizadas com diferentes misturas de agente
de revestimento. A) 90% 11-MUA & 10% 4-MBA; B) 50% 11-MUA & 50% 4-MBA; C) 10% 11-MUA &
90% 4-MBA.

Como ¢é possivel observar na Figura 4.2, as amostras com baixos racios de AR:AuNP
agregam no po¢o e ndo migram no gel de agarose. Isto pode dever-se a natureza da ligagdo das
moléculas que revestem a nanoparticula e a propria nanoparticula. Uma vez que o citrato tem uma
ligacdo de fisiossor¢do com a nanoparticula de ouro, uma ligacdo fraca que se deve,
principalmente, as forgas de van der Waals®’, apesar de terem carga negativa, ndo tém estabilidade
suficiente para migrar no gel. A medida que o racio AR:AuNP aumenta, aumenta também o
numero de moléculas que se ligam por quimiossor¢ao, uma interagao forte entre o grupo tiol (-SH)
do agente de revestimento e o ouro da nanoparticula®’. Desta forma, as nanoparticulas possuem
ligacdo mais forte e estavel com a molécula que lhes confere estabilidade e carga e migram ao longo
do gel. A partir do racio molar de 500 é possivel observar que as AuNPs migram no gel sem ocorrer
agregacdo, tendo sido considerado como sendo o racio molar minimo para a funcionaliza¢do das
nanoparticulas de ouro esféricas.

De forma a garantir que todas as nanoparticulas em solu¢do estao funcionalizadas, o racio
usado foi 10 vezes superior ao racio minimo de funcionalizacdo. As nanoparticulas funcionalizadas
com as diferentes misturas de 11-MUA e 4-MBA foram analisadas por espetroscopia de Raman de
forma a observar a diferenga de intensidade do sinal do 4-MBA nas varias misturas e ajudar a
determinar qual a melhor para a continuagdo dos estudos para o desenvolvimento dos
bionanoconjugados de acordo com o sinal obtido.

4.3 Espetroscopia de Raman

O espetro de Raman da molécula repérter 4-MBA utilizada neste trabalho foi obtido no
estado so6lido com o laser de 633nm e o espetro resultante encontra-se na Figura 4.3. O resultado
esta de acordo com os reportados na literatura.!%-1%
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Figura 4.3 — Espetro de Raman da molécula de 4-MBA no estado solido.

As bandas mais intensas sdo a cerca de 1099cm™ e a cerca de 1595cm™. A primeira
corresponde a vibragdo de alongamento da ligagdo CC e CS e respiragdo do anel aromatico
enquanto que a ultima corresponde a vibracdo de alongamento CC e flexdo de CH no plano. A
banda a cerca de 1620cm™ diz respeito a vibra¢do de alongamento C=0O e as vibragdes de flexdo
CH. As atribui¢des das bandas vibracionais encontram-se resumidas na Tabela 4.1.19-1%°

Tabela 4.1 — Atribui¢des das bandas vibracionais.'’"'%”

Bandas vibracionais | Atribui¢oes

(cm™)

630 Alongamento CCC no anel aromatico

802 Flexdao CC fora do plano

813 Flexao COOH

1098 Vibragdo simétrica de CC e CS, respiragao do anel
aromatico

1137 Flexao CH

1183 Flexao CS, alongamento CC

1291 Flexao CH

1318 Flexao OH, alongamento C-benzeno, alongamento CC

1595 Alongamento CC, flexdo CH no plano

1620 Alongamento C=0
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As duas bandas mais intensas (~1098 cm-1 e ~1595 cm-1), serdo utilizadas na analise dos
espetros de SERS apresentados nas sec¢des seguintes, uma vez que as restantes bandas tém uma
intensidade menor e em alguns casos nao sao observaveis.

4.3.1 SERS de AuNPs

As nanoparticulas funcionalizadas com as diferentes misturas de 11-MUA e 4-MBA foram
analisadas por espetroscopia de Raman para verificar a existéncia das bandas caracteristicas do 4-
MBA. A concentragdo de nanoparticulas usada foi de cerca de 15nM. Os espetros obtidos estao
representados na Figura 4.4 e sao referentes ao SERS das nanoparticulas ndo funcionalizadas
(apenas estabilizadas por citrato, AuNPs@citrato) e as funcionalizagdes com as percentagens
referidas na secgao 4.2. Para além das misturas dos agentes de revestimento, foram funcionalizadas
nanoparticulas apenas com 4-MBA.
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Figura 4.4 — Espetro de SERS das nanoparticulas de ouro funcionalizadas com diferentes misturas de 11-
MUA e 4-MBA. A preto estd representado o espetro referente as AuNPs ndo funcionalizadas
(AuNPs@citrato), a vermelho esta o espetro das AuNPs@90% 11-MUA & 10% 4-MBA, a azul o espetro
das AuNPs@50% 11-MUA & 50% 4-MBA, a verde o espetro das AuNPs@10% 11-MUA & 90% 4-MBA e
a laranja o espetro das AuNPs@4-MBA.

Como era esperado, o espetro correspondente a 100% de 4-MBA ¢ o que apresenta maior
intensidade. As bandas mais intensas apresentadas no espetro de SERS das nanoparticulas
funcionalizadas com as diferentes misturas de 11-MUA e 4-MBA dizem respeito as bandas de 4-
MBA 1076cm™ e a 1588cm’, sendo que as bandas a 1176cm™ e a 1271cm? também sdo
conservadas. Em relacdo ao espetro de Raman da molécula de 4-MBA, ha um ligeiro desvio da
posicdo das bandas, estando as mesmas localizadas, no caso das bandas mais intensas a 1099c¢m!
e 1595cm™ e, no caso das outras duas bandas conservadas a 1183cm™ e 1293cm™?, respetivamente.
Este desvio esta reportado na literatura como sendo causado pela adsor¢ao da molécula a superficie
da nanoparticula.'®? E observado que a diminui¢io da percentagem de 4-MBA na mistura de
funcionaliza¢do conduz a diminui¢do da intensidade das bandas a 1076cm™ e 1588cm™! e ao
desaparecimento das bandas de menor intensidade a 1176cm™ e 1271cm™.

As nanoparticulas de ouro ndo possuem sinal em Raman, podendo as bandas observadas
no espetro a preto na Figura 4.4 serem referentes a molécula de citrato que possui sinal em Raman
de acordo com o reportado na literatura.!'>15
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Nao foi determinado o fator de aumento de sinal do 4-MBA proporcionado pelas
nanoparticulas de ouro, uma vez que nao € possivel determinar efetivamente qual o nimero de
moléculas de 4-MBA que se encontram efetivamente ligadas a superficie da nanoparticula. Mesmo
usando o valor de concentracdo do 4-MBA que foi adicionado as nanoparticulas, depois dos varios
passos de lavagem pelos quais passa a amostra o valor vai variar, pelo que poderemos estar a
incorrer num erro com uma elevada ordem de grandeza ao assumir que todas as moléculas se
encontram ligadas.

Para a formagdo dos bionanoconjugados foi escolhida a funcionalizagdo apenas com o 4-
MBA como agente de revestimento. Desta forma, obtemos o melhor sinal em Raman o que pode
ser uma vantagem em amostras de baixa concentragao.

4.4 Bionanoconjugados

Os bionanoconjugados foram preparados por interagdo electroestatica e por ligacio
covalente. Em ambos os casos, as nanoparticulas foram funcionalizadas com um racio de 5000
moléculas de 4-MBA para uma nanoparticula a uma concentra¢dao de 1.5nM em volume suficiente
para que fosse dividido por amostras de 500uLL para a conjugagdo com os diferentes racios.

A funcionaliza¢do das nanoparticulas foi verificada por espetroscopia de UV-Vis tendo sido
observado um ligeiro desvio da banda de LSPR para comprimentos de onda superiores (desvio
batocromico ou red-shiff), como se verifica na Figura 4.5. A alteracdo da molécula que reveste ou
estabiliza a nanoparticula provoca a alteragdo da constante dielétrica do meio e leva ao desvio da
banda de LSPR.* Na Figura 4.5 estdo representados o espetro das AuNPs estabilizadas com
citrato a preto e o espetro das AuNPs funcionalizadas com 4-MBA a vermelho. Neste caso, as
AuNPs(@citrato tém a banda de LSPR localizada a 518nm enquanto que a banda de LSPR das
AuNPs@4-MBA esta localizada a 522nm, correspondendo a um desvio de 4nm.
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Figura 4.5 — Espetro de absorcio de verificagdo de funcionaliza¢do das nanoparticulas. O espetro das
nanoparticulas estabilizadas por citrato (AuNPs@citrato) esta representado a preto com a banda de LSPR a
518nm e o espetro das nanoparticulas funcionalizadas com 4-MBA (AuNPs@4-MBA) esta representado a
vermelho com a banda de LSPR a 522nm.

4.4.1 Conjugacao dos anticorpos com as nanoesferas de ouro por interagao
eletroestatica

A ligagdo electroestatica da nanoparticula ao anticorpo ocorre entre o grupo COOH do 4-
MBA e os grupos NH, dos aminoacidos do anticorpo. Esta é uma intera¢do fraca que envolve
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apenas as cargas das moléculas, pelo que pode comprometer a estabilidade do bionanoconjugado
ao longo do tempo para as aplicagdes a que se destina.

Como referido anteriormente, foram preparadas amostras de 500pL. de AuNPs@4-MBA
as quais foi adicionado o volume necessario de anticorpo para que fossem preparados os
bionanoconjugados com diferentes racios de anticorpo entre 0 e 2150. Tal como para a verificagao
de funcionalizagao, foram efetuados os espetros de absor¢do de nanoparticulas estabilizadas por
citrato, nanoparticulas funcionalizadas com 4-MBA e os bionanoconjugados com Anti-HRP com
o racio mais elevado. Na Figura 4.6 encontra-se representados esses espetros a preto, vermelho e
azul, respetivamente.
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Figura 4.6 — Espetro de absor¢dao das nanoparticulas antes e depois da funcionaliza¢do e conjugacdao com
Anti-HRP. O espetro das AuNPs@qcitrato esta representado a preto com a banda de LSPR localizada a
518nm, o espetro das AuNPs@4-MBA esta representado a vermelho com a banda de LSPR localizada a
522nm e a azul encontra-se o espetro das AuNPs@4-MBA@Anti-HRP com a banda de LSPR localizada a
527nm.

A banda de LSPR dos bionanoconjugados esta localizada a 527nm, o que representa um
desvio de 5nm em relagdo a banda de LSPR das AuNPs@4-MBA. Este desvio, tal como na
verificagdo de funcionalizagdo, indica que houve uma alteragdo da constante dielétrica do meio e
confirma a ligacio de uma molécula que ndo se encontrava anteriormente adsorvida a
nanoparticula. Com isto em mente, foi efetuada a eletroforese em gel de agarose dos
bionanoconjugados com os racios 0, 7, 12, 50, 90, 200, 410, 880, 1030, 1150, 1485, 1750 ¢ 2150. A
imagem do gel resultante encontra-se na Figura 4.7.
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Figura 4.7 — Gel de agarose resultante da eletroforese dos bionanoconjugados preparados por interacao
electroestatica das AuNPs@4-MBA com Anti-HRP. O primeiro pogo corresponde ao racio 0, onde apenas
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ha AuNPs@4-MBA e ndo foi adicionado anticorpo. Os racios aumentam no sentido da esquerda para a
direita da imagem e aumenta também a quantidade de anticorpo em solugao.

As nanoparticulas funcionalizadas sem conjugag¢dao com 0 anticorpo apresentam maior
mobilidade no gel, migrando mais que as restantes amostras. A medida que o racio de anticorpo
para nanoparticula aumenta, a mobilidade diminui o que faz com que os bionanoconjugados
migrem menos.

A eletroforese efetuada tem o objetivo de determinar o rdcio de anticorpo minimo
necessario para atingir a cobertura total da nanoparticula. Isto é determinado pela analise da
imagem presente na Figura 4.7 pelo programa eReuss, desenvolvido pelo professor Ludwig
Kripphal. O eReuss calcula a distancia percorrida por cada amostra desde o local onde é depositada
a amostra (pogo do gel) até ao ponto em que termina a corrida no gel. Com estes valores, sao
aplicadas as equagdes 3.3, 3.4 ¢ 3.5 que permitem o calculo da mobilidade eletroforética em
um-cm/V-s. Os valores sdo normalizados entre 0 e 1 de forma a ser possivel obter o grafico de
mobilidade eletroforética normalizada em fung¢do dos racios de anticorpo para AuNP. O grafico
em questao encontra-se representado na Figura 4.8.
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Figura 4.8 — Grafico da mobilidade eletroforética normalizada para o valor de migracao das AuNPs@4-
MBA em funcio do racio de Anti-HRP para AuNP. Os pontos representam o valor médio das distancias
que cada amostra percorre no gel de 3 ensaios efetuados nas mesmas condi¢des, com as respetivas barras de
erro a representar o desvio padrdo. A linha a laranja representa o ajuste dos dados experimentais a equagao
de Langmuir.

No grafico representado na Figura 4.8 estdo apresentados os resultados da mobilidade
eletroforética normalizada para cada racio de anticorpo para AuNP, com o desvio padrdo
resultante dos ensaios em triplicado representados pelas respetivas barras de erro. A linha laranja
representa o ajuste dos dados experimentais a equagao de Langmuir. Esta provém da equagdo de
Hill que descreve a capacidade de um ligando se ligar cooperativamente a um recetor (Como por
exemplo a nanoparticula), estando a afinidade da ligacdo relacionada com a concentracdo de
ligando em solugao.

Tanto na Figura 4.7 como na Figura 4.8, é possivel observar que perto do racio 880 nao
ha alteragdes significativas na mobilidade do bionanoconjugado sendo atingido um patamar. O
inicio do patamar permite saber qual o racio minimo para que se obtenha uma completa cobertura
da nanoparticula por moléculas de anticorpo. Desta forma, os bionanoconjugados obtidos por
interacdo electroestatica devem ser preparados com um racio de cerca de 1000 anticorpos por cada
nanoparticula de forma a garantir a cobertura total de todas as nanoparticulas presentes na
amostra.
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4.4.2 Conjugacao dos anticorpos com as nanoesferas de ouro por ligacao covalente

Apo6s a determinacdo do racio a utilizar no caso dos bionanoconjugados preparados por
interacdo electroestatica, foi explorada a viabilidade de existir uma ligagao covalente entre o grupo
carboxilico do 4-MBA (-COOH) que se encontra a superficie da nanoparticula e os grupos amina
presentes nos aminoacidos dos anticorpos (-NH,).

Os agentes de reticulagdo EDC e Sulfo-NHS que foram usados para promover a ligagdo
covalente sao também chamados de zero length crosslinkers, uma vez que promovem a ligagdo direta
entre as duas moléculas de interesse sem que fagam parte do complexo final formado. A ordem de
adig¢do e concentragdo do EDC e do Sulfo-NHS e o tempo que reagem com as nanoparticulas é
importante, visto que os intermediarios formados sdo instaveis e podem induzir agregacdo da
amostra. A ligagdo covalente pode ser alcang¢ada apenas usando o EDC como agente de reticulagdo
que ira ativar o grupo carboxilico, mas o intermedidrio que resulta da reacdo entre o grupo -COOH
e EDC ¢ instavel em meio aquoso podendo sofrer hidrélise. Desta forma, é adicionado o Sulfo-
NHS que estabiliza o intermediario formado e, apos adi¢do do anticorpo, é formada a ligagdo
covalente entre o 4-MBA presente na superficie da nanoparticula e o anticorpo.''

O procedimento de conjugacdo aplicado inicialmente foi baseado no protocolo descrito por
Bartczak er al'', onde os autores usam a eletroforese em gel de agarose de forma a comprovar a
existéncia da ligacdo covalente entre a nanoparticula e o péptido em estudo.''® Foram estudadas
diferentes concentragdes de EDC e Sulfo-NHS mantendo constante o racio de anti-HRP para
AuNP (17:1) de forma a determinar a concentragdo ideal para a formagdo dos bionanoconjugados.
As concentragdes testadas variaram entre 10 e 0.001lmM para o EDC e entre 20 e 0.002mM para
o Sulfo-NHS, de acordo com a Tabela 4.2. As amostras controlo sio AuNPs@4-MBA sem adi¢ado
de EDC, Sulfo-NHS ou anticorpo (amostra 1), interagdo electroestatica entre AuNP@4-
MBA@Anti-HRP (amostra 2) e AuNPs@4-MBA@EDC/Sulfo-NHS sem anticorpo (amostra 3).

Tabela 4.2 — Concentragao de EDC e Sulfo-NHS e racio de anticorpo para nanoparticula usados em cada
amostra.

Amostra Cepc (mM) Csufo-nas (mM) Racio Anti-HRP/AuNP
1 0 0 0
2 0 0 17
3 1 2 0
4 10 20 17
5 5 10 17
6 1 2 17
7 0.2 0.4 17
8 0.1 0.2 17
9 0.01 0.02 17
10 0.001 0.002 17

Ao preparar as amostras, foi observado que as amostras com concentragdes de EDC e
Sulfo-NHS mais elevadas (entre 10 e 0.1mM e entre 20 e 0.2mM, respetivamente) sofriam
agregacdo, como pode ser verificado visualmente na Figura 4.9A. As amostras nao foram
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analisadas por eletroforese em gel de agarose uma vez que a sua agregacdo impossibilita a andlise
por esta técnica. Em vez disso, foi tracado o espetro de absor¢ao de cada amostra que se encontra
representado na Figura 4.9B. As amostras estdo identificadas no grafico com o numero da amostra
ao lado de cada espetro correspondente. No caso dos espetros que estdo proximos e ndo permite a
sua identificacdo isolada, estio numeradas de acordo com a intensidade que apresentam (exemplo,
a amostra 5 apresenta maior intensidade que a banda 3, 4 e 6).

Absorvancia (u.a.)

0.0 H

T — T T T T T — T — T T
350 400 450 500 550 600 650 700 750

Comprimento de onda (nm)

Figura 4.9 — Amostras de AuNPs apos a adicao de EDC, Sulfo-NHS e anti-HRP segundo a Tabela 4.2
(A) e os espetros de absorgdo das respetivas amostras. E possivel detetar visualmente a agregagio das
amostras com concentragdes de EDC e Sulfo-NHS mais elevadas e também por espetroscopia UV/Vis com
o desvio da banda de LSPR das AuNPs para comprimentos de onda superiores (red-shiff). Os numeros no
grafico dos espetros de absor¢ao identificam a amostra a que se refere.

No espetro de absor¢do das amostras, é possivel verificar um desvio do maximo da banda
de LSPR das AuNPs para comprimentos de onda superiores. Tal como verificado visualmente,
ocorre agregacao de algumas das amostras preparadas. As amostras 9 e 10 s3o as que possuem as
duas menores concentracdes de EDC e Sulfo-NHS testadas e verifica-se que ndo sofreram
agregacdo pois a banda de LSPR permanece localizada a cerca de 520nm. Desta forma, foram
repetidas essas mesmas amostras tal como os controlos, como se indica na Tabela 4.3.
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Tabela 4.3 — Concentracdo de EDC e Sulfo-NHS e racio de anticorpo para nanoparticula usados em cada
amostra.

Amostra Cepc (mM) Csutonus (mM) Racio Anti-HRP/AuNP
A 0 0 0
B 0 0 17
C 0.01 0.02 17
D 0.001 0.002 17
E 0.01 0.02 0

As amostras preparadas com base na tabela referida anteriormente deram origem ao gel de
agarose observado na Figura 4.10.

A B C D E A B C D E A B C D E

J' M Al

Figura 4.10 — Eletroforese em gel de agarose das amostras de bionanoconjugados preparados por ligacao
covalente do anticorpo com recurso ao uso dos agentes reticulantes EDC e Sulfo-NHS. Sio apresentados
os géis resultantes dos triplicados efetuados para demonstrar que o método utilizado é reprodutivel.

Por analise dos géis de agarose obtidos, é possivel observar que a distancia percorrida pelas
AuNPs@4-MBA (amostra A) ¢é semelhante a distdncia percorrida pelas AuNPs@4-
MBA@EDC/Sulfo-NHS (amostra E), confirmando experimentalmente que se tratam de agentes
de reticulagdo de tamanho zero e que nao afetam o tamanho ou carga superficial da nanoparticula.
A amostra 3 ¢ a que mais se destaca pela menor migracdo que apresenta no gel. Segundo o que se
encontra reportado na literatura, o facto de a amostra migrar menos no gel em relacdo as restantes
amostras confirma a existéncia de uma ligagdo covalente entre o grupo carboxilico do 4-MBA e o
anticorpo.''® Nao existe no entanto literatura disponivel que explique a razdo pela qual a migragio
¢ menor.

Estando encontradas as concentragdes de EDC e de Sulfo-NHS que permitem a ligagcao
covalente (0.01mM e 0.02mM, respetivamente), os estudos prosseguiram no sentido de avaliar a
possibilidade de aumentar o nimero de anticorpos ligados a nanoparticula por este método. Foram
preparadas varias amostras nas quais foram mantidas constantes as concentragdes de EDC e de
Sulfo-NHS, variando apenas a concentragdao de Anti-HRP. De forma a comparar se a migragao é
efetivamente menor quando em comparagdo com a interagdo electroestatica, foram preparadas
amostras por interagdo electroestatica e amostras por ligagdo covalente (representadas no gel da
Figura 4.11 com um asterisco (*)). Os racios usados nos dois tipos de conjugagdo foram iguais e
variaram entre 0 e 2000, como pode ser observado no topo da figura
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Figura 4.11 — Eletroforese em gel de agarose dos bionanoconjugados preparados por interacdo
electroestatica e dos bionanoconjugados preparados por ligacdo covalente. As amostras que dizem
respeito aos bionanoconjugados por ligacdo covalente estdo assinalados com um asterisco (¥).

E observado o mesmo comportamento do gel apresentado na Figura 4.10 em que os
bionanoconjugados nos quais foi promovida a ligacdo covalente apresentam uma menor migracao
quando comparados com os bionanoconjugados do mesmo racio preparados por interagdo
electroestatica. Foi igualmente usado o programa eReuss para calcular as distancias percorridas
pelas amostras, mas, em vez de determinar o racio a que se atinge o patamar, foi construido o
grafico apresentado na Figura 4.12. Neste é possivel observar de forma mais clara as diferencas
nas migracgdes e verifica-se que independentemente do racio de anticorpo para nanoparticula, o
comportamento que confirma a ligacdo covalente mantém-se.
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Figura 4.12 — Distancia percorrida pelos bionanoconjugados preparados por interacido electroestatica
(colunas a preto) e pelos bionanoconjugados preparados com ligacdao covalente (colunas a laranja). A
tendéncia de menor migra¢do dos bionanoconjugados cuja conjugacdao foi promovida pelos agentes
reticulantes EDC e Sulfo-NHS verifica-se nos diferentes racios de Anti-HRP/AuNP testados.

Uma vez confirmado que a ligagdo covalente era possivel a qualquer um dos racios de
anticorpo anteriormente analisados, foram preparados bionanoconjugados com os valores destes
racios a variar entre 0 e 1000 para determina¢do do valor minimo a que ¢ atingida a cobertura total
da nanoparticula. Foi escolhido como racio maximo de 1000 uma vez que pela observagdo e
andlise da Figura 4.11, apos este valor a migracdo dos bionanoconjugados nao sofre alteragdes
significativas. O gel resultante da eletroforese pode ser observado na Figura 4.13.
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Figura 4.13 — Eletroforese em gel de agarose dos bionanoconjugados preparados por ligacdo covalente.

Tal como para os bionanoconjugados por interagdo electroestatica, a imagem do gel
resultante da eletroforese em gel de agarose foi analisado no programa eReuss e calculadas as
distancias percorridas por cada amostra. Foi calculada a mobilidade eletroforética de cada amostra
em pum-cm/ Vs e os valores normalizados entre 0 e 1. No grafico representado na Figura 4.14 estao
apresentados os resultados da mobilidade eletroforética normalizada para cada racio de anticorpo
estudado, com o desvio padrao resultante dos ensaios em triplicado representados pelas respetivas
barras de erro. A linha laranja representa o ajuste dos dados experimentais a equacao de Langmuir.

00 @

0 500 1000
[Anti-HRP]/[AuNP]

Figura 4.14 - Grafico da mobilidade eletroforética normalizada para o valor de migracio dos
bionanoconjugados preparados por ligagdao covalente. Os pontos representam o valor médio das distancias
que cada amostra percorre no gel de 3 ensaios efetuados nas mesmas condi¢des, com as respetivas barras de
erro a representar o desvio padrdo. A linha a laranja representa o ajuste dos dados experimentais a equagao
de Langmuir.

Tanto na Figura 4.13 como na Figura 4.14 ¢é possivel observar que perto do racio 125 nao
ha alteragdes significativas na mobilidade do bionanoconjugado sendo atingido um patamar. Desta
forma, os bionanoconjugados obtidos por interagcdo electroestatica devem ser preparados com um
racio de cerca de 150 ou 175 anticorpos por cada nanoparticula de forma a garantir a cobertura
total de todas as nanoparticulas presentes na amostra.

Depois de preparados os bionanoconjugados, foram efetuados os ensaios enzimaticos de
forma a determinar a capacidade de estes se ligarem a enzima especifica do anticorpo usado e a
sua atividade.
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4.5 Ensaio enzimatico

Os bionanoconjugados foram preparados com o anticorpo anti-HRP que € especifico para
a enzima HRP (peroxidase de rabano) que catalisa a oxida¢do do ABTS pelo H;O,. Esta reagao é
monitorizada por espectroscopia de UV/Vis, acompanhando a absorvancia a 405nm.

4.5.1 Enzima livre

Inicialmente, foram efetuados os ensaios enzimaticos de uma solucao de HRP, como
descrito no protocolo da Sigma-Aldrich®® de forma a ser estudado o comportamento da enzima.
Como descrito na secg¢do 2.6.1, foram efetuados ensaios sem HRP (ensaio branco) e com HRP
(ensaio teste). No ensaio branco, a ImL de ABTS sao adicionados 17uL de reagente D e 34uL de
H,0:,. Desta solucdo, sdo retirados 100uL que sdo adicionados a 900uL de reagente A numa célula
de quartzo e a absorvancia a 405nm ¢ registada durante 16 minutos em intervalos de 30 segundos.
Para o ensaio de teste, a ImL de ABTS sdo adicionados 17uL de HRP a 3.42x10*mg/mL e 34uL
de H,;0,. Sao igualmente retirados 100ul. da mistura reacional e sdo adicionados a 900uL de
reagente A numa célula de quartzo. A absorvancia a 405nm ¢é registada durante 8 minutos em
intervalos de 30 segundos.

Apbs obtidos os dados, foram representados em graficos de dispersao aos quais foi feito o
ajuste linear dos dados recolhidos. Os graficos dos resultados obtidos no ensaio branco e no ensaio
teste encontram-se representados na Figura 4.15A e B, respetivamente. Os ajustes lineares estdo
representados pela linha laranja e as respetivas equagOes encontram-se apresentadas no grafico.
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Figura 4.15 — Representac¢ao grafica dos resultados do ensaio branco (A) e do ensaio teste (B) do ensaio
enzimatico com enzima livre. O ajuste linear esta representado em cada grafico pela linha laranja, tal como
a respetiva equagao.

Os ajustes lineares permitem obter a variacao de absorvancia a 405nm (AAuessm) de cada
ensaio pelo valor do declive da reta obtida. O valor de AA4psnm Obtido para o ensaio branco é de
1.45x103 e para o ensaio teste é de 5.13x10% Com estes valores e tendo em conta o valor do
coeficiente de extingdo molar de 36.8mM'cm?, é usada a Equag¢ao 2.6 para o calculo do nimero
de unidades por mL de enzima. A média dos 3 ensaios efetuados foi de 42.03+1.10 unidades/mL
de enzima.

4.5.2 Bionanoconjugados

O ensaio enzimatico foi usado para confirmar a ligacio do anticorpo a superficie da
nanoparticula. Os ensaios foram efetuados apenas para os bionanoconjugados preparados por
ligagdo covalente e para o racio anti-HRP para AuNP de 17:1. Antes de ser adicionada a enzima,
foi necessario incubar com uma solug¢do de BSA para bloquear a superficie da nanoparticula. O
bloqueamento com BSA foi necessario para evitar a interagdo nao especifica da enzima com a

44



superficie da nanoparticula, o que poderia levar a obtencao de valores de atividade enzimatica
superior a correspondente para os anticorpos que se encontram a superficie da nanoparticula.

Depois da incuba¢ao dos bionanoconjugados com a BSA para bloqueamento da superficie
da nanoparticula, estes foram incubados com HRP. O racio de conjugag¢do com a HRP foi de 17
moléculas de HRP para uma nanoparticula, o0 mesmo que foi usado para os anticorpos na
preparagao dos bionanoconjugados. Tal como para o ensaio enzimatico de enzima livre, foram
efetuados ensaios branco e ensaios teste. No ensaio branco, a ImL de ABTS sao adicionados 17uLL
de bionanoconjugados sem HRP e 34ul. de H,O,. Desta solugdo, sdo retirados 100ul. que sao
adicionados a 900uL de reagente A numa célula de quartzo e a absorvancia a 405nm ¢é registada
durante 16 minutos em intervalos de 30 segundos. Para o ensaio de teste, a ImL de ABTS sdo
adicionados 17uL. de bionanoconjugados com HRP e 34ul. de H,O,. Sao igualmente retirados
100uL da mistura reacional e sdo adicionados a 900uL de reagente A numa célula de quartzo. A
absorvancia a 405nm ¢ registada durante 8 minutos em intervalos de 30 segundos.

Apbs obtidos os dados, foram representados em graficos de dispersao aos quais foi feito o
ajuste linear dos dados recolhidos. Os graficos dos resultados obtidos no ensaio branco e no ensaio
teste encontram-se representados na Figura 4.16A e B, respetivamente. Os ajustes lineares estdo
representados pela linha laranja e as respetivas equacdes encontram-se apresentadas no grafico.
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Figura 4.16 — Representacao grafica dos resultados do ensaio branco (A) e do ensaio teste (B) do ensaio
enzimatico com HRP conjugada com os bionanoconjugados. O ajuste linear esta representado em cada
grafico pela linha laranja, tal como a respetiva equagao.

Os ajustes lineares permitem obter a variacdo de absorvancia a 405nm (AAss:m) de cada
ensaio pelo valor do declive da reta obtida. O valor de AA4psum Obtido para o ensaio branco ¢é de
8.90x10° e para o ensaio teste é de 8.08x10°. Com estes valores e tendo em conta o valor do
coeficiente de extingdo molar de 36.8mM'cm?, é usada a Equagdo 2.6 para o calculo do nimero
de unidades por mL de enzima. A média dos 10 ensaios efetuados foi de 0.49+0.27 unidades/mL
de enzima.

O valor de unidades/mL de enzima obtido para os bionanoconjugados ¢ muito reduzido,
sendo de apenas 0.49unidades/mL de enzima, com um erro associado elevado, de cerca de metade
do valor médio actividade obtido. Apesar de ser um valor baixo em relagdo ao obtido para enzima
livre, é verificado que existe atividade por parte da enzima, o que permite concluir que a HRP esta
presente em solugdo por interacao com 0s anticorpos.

Sao varios os fatores que podem contribuir para este resultado como a concentracao de
enzima HRP usada. No caso dos ensaios com enzima livre, a concentragdao de enzima que reage é
de 3.42x10mg/mL enquanto que nos bionanoconjugados, a concentracio estimada de HRP que
se encontra na amostra de bionanoconjugados e que sera testada é de 1.12x10°mg/mL, cerca de 3
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vezes inferior. O racio de anticorpo usado (17:1) é igualmente baixo, o que significa que havera
menos HRP ligada ao anticorpo e a catalisar a reagcao.

De forma a aumentar a eficacia dos bionanoconjugados, deve ser considerado o aumento
do racio de anticorpo por nanoparticula para valores de cerca de 100 como sugerido na sec¢ao
4.4.2. De forma a diminuir o erro associado as medi¢cdes, pode ser considerado o uso de uma
concentracdo de bionanoconjugados superior de forma a aumentar o numero de
bionanoconjugados com HRP presente em solugao.

4.6 SERS de Bionanoconjugados

Apo6s todos os passos de conjugacdo e verificagado que os bionanoconjugados preparados
possuem atividade enzimadtica e, consequentemente, anticorpos capazes de ligar a molécula de
interesse, € necessario verificar que possuem sinal em Raman. Os espetros de SERS obtidos estdo
representados na Figura 4.17.

28000
E Bionanoconjugados ¢/ HRP| | &
26000 Bionanoconjugados s/ HRP| | —
24000 4 AuNPs@4-MBA
22000 +
20000 + }\ '\
18000
16000

14000
12000
10000 -
8000 4
6000 -

4000
2000 L
0 - - ; . -

T T T T T

T T
600 300 1000 1200 1400 1600

[ntensidade (u.a.)

Numero de onda (cm™)

Figura 4.17 — Espetro de SERS dos bionanoconjugados com e sem a enzima HRP e de AulNPs
funcionalizadas com 4-MBA. As AuNPs funcionalizadas com 4-MBA estdo representadas a preto € os
bionanoconjugados com e sem HRP estdo representados a azul e vermelho, respetivamente.

Como pode ser observado na Figura 4.17, os bionanoconjugados apresentam as bandas
caracteristicas do 4-MBA a 1078cm™ e 1587cm™, apesar de pouco intensas. A concentragdao das
amostras de bionanoconjugados durante a sua preparacgao ¢ de apenas 1.5nM em 500uL, mas antes
da analise por espetroscopia de Raman, foram concentradas por centrifugacdo, sendo
ressuspendidas num volume 5 vezes inferior ao inicial. Isso corresponde a uma concentragao final
de 7.5nM, considerando que ndo houve perda de nanoparticulas por agregacao em nenhum passo
da preparacao dos bionanoconjugados.

O desenvolvimento de bionanoconjugados em nanoestruturas anisotrdpicas de ouro, como
por exemplo as nanoestrelas, pode ser uma alternativa para o uso das nanoesferas de ouro de forma
a obter uma sensibilidade maior na dete¢ao da molécula de 4-MBA e, consequentemente, no ensaio
de imunodetecao final.
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4.7 Caracterizacao das nanoestrelas de ouro

A caracterizagdo das nanoestrelas de ouro (AuNSs) foi feita por espetroscopia de
UV /Visivel entre os comprimentos de onda de 400 a 1000nm. O espetro da solugdo de AulNSs é
caracterizado por duas bandas: uma banda muito intensa entre os 650 e 750nm (banda de LSPR)
e uma segunda banda muito menos intensa entre os 500 e 600nm que pode ndo ser visivel de forma
individualizada em todos os espetros, podendo aparecer apenas como um “ombro”, dependendo
da localizacdo da banda mais intensa.®

Na Figura 4.18 est4 representado o espetro das AuNSs. E possivel observar a banda de
LSRP a 687nm e a seta a laranja presente no grafico salienta a existéncia da segunda banda
caracteristica do espetro das AuNSs entre os 500 e 600nm. E usualmente chamado de “ombro” da
banda de LSPR uma vez que existe sobreposi¢cdo com a banda mais intensa. O espetro obtido esta
assim de acordo com a literatura.®*!"’
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Figura 4.18 — Espetro de absor¢cao das nanoestrelas de ouro apos sintese (ALs,r=687nm). A seta a laranja
salienta a existéncia da banda menos intensa no espetro.

A concentracdo de AuNSs foi estimada usando um intervalo de valores de coeficiente de
extingdo molar facultado pelo Mestre Miguel Almeida. O coeficiente de extingao molar usado foi
entre 5x10°M'cm™ e 9x10°M'cm™ consoante 0 maximo da banda mais intensa se encontrava perto
dos 650 ou dos 750nm, respetivamente. O valor de concentragdo obtido numa sintese é de cerca
de 1nM. Este método apresenta muito erro associado uma vez que € uma estimativa e o intervalo
de comprimento de onda e coeficiente de extingdo molar ¢ grande.

4.8 Funcionalizacao das nanoestrelas de ouro

Ap0s a sintese das nanoestrelas de ouro, procede-se a sua funcionalizag¢do. O réacio usado
foi de 100000:1 e a Figura 4.19 apresenta a comparagdo entre os espetros apos sintese (linha a
preto) e apos a funcionalizag¢ao (linha a vermelho).
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Figura 4.19 — Espetro de absor¢ido das nanoestrelas de ouro apos sintese (linha a preto, ALspr=687nm) e
apos funcionalizacdo com 4-MBA (linha a vermelho, ALspr=699nm). A seta a laranja salienta a existéncia
da banda menos intensa no espetro.

Ao observar a Figura 4.19, é possivel observar um ligeiro desvio da banda LSPR para
comprimentos de onda maiores (de 687nm para 699nm), o que significa que as AuNSs em solu¢do
estdo corretamente funcionalizadas. A banda entre 500 e 600nm presente no grafico e identificada
pela seta a laranja ¢é ligeiramente mais intensa e distinguivel no espetro das nanoparticulas
funcionalizadas em comparag¢do com o espetro das nanoparticulas apds a sintese. Uma possivel
explicacao para este aumento podera ser a perda de pontas de algumas das nanoestrelas em solugdao
que voltam a formar nanoparticulas esféricas, cuja banda LSPR caracteristica ¢ a cerca de 520nm.

4.9 SERS das nanoestrelas de ouro

Tal como para as nanoesferas de ouro, também as nanoestrelas de ouro foram
funcionalizadas com diferentes percentagens de 11-MUA e 4-MBA. Foram efetuados triplicados
de todas as amostras e o resultado encontra-se na Figura 4.20. Ao contrario das AuNPs, as AuNSs
estavam a concentracdo de cerca de 1nM, cerca de 15 vezes menos concentradas.
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Figura 4.20 — Espetros de SERS das solu¢coes de AulNSs funcionalizadas com diferentes percentagens de
11-MUA e 4-MBA.

Tal como observado no espetro de SERS das AuNPs, sdo observadas as bandas de Raman
caracteristicas do 4-MBA a 1080cm™ e a 1590cm™ e diminuem de intensidade a medida que a
percentagem de 4-MBA presente na solu¢do diminui. Apesar de os espetros terem sido obtidos a
uma concentragdo cerca de 15 vezes inferior a das AuNPs, a percentagem de laser foi superior,
pelo que nao é possivel comparar diretamente o comportamento das duas nanoestruturas.

4.10 Modificacao de superficies de vidro e silicio

No trabalho descrito nesta dissertacao, foi iniciado o estudo da formacao da camada de
silano em superficie de silicio e vidro para posterior imobilizagdo de anticorpos. Foram
modificadas superficies de silicio e vidro, como descrito na secgao 2.8.

O silano escolhido para proceder a modificagdo da superficie de silicio e vidro foi o
aminosilano APTES preparado em tolueno por ser o método mais usado para a silanizagdo. O
APTES permite a imobilizagdo do anticorpo a superficie enquanto que atua como um espagador
0 que permite mais liberdade ao anticorpo durante o passo de imobilizacao e captura do
antigénio.®® A ativacdo dos grupos hidroxilo foi feita por imersdo em solu¢do piranha. Apds a
ativacdo dos grupos -OH, foram testadas diferentes concentracdes de APTES para determinar a
que forma uma monocamada de silano.

A primeira abordagem para a produg¢do da monocamada de silano foi efetuada numa
bolacha de silicio (silicon wafer) cortada em amostras de 2cm x 1ecm. Ap0ds o procedimento descrito
no ponto 2.8.1 do capitulo de materiais e métodos, as amostras foram analisadas por medi¢do do
angulo de contacto de agua e por elipsometria.

O primeiro ensaio de silanizagdo foi efetuado na cdmara limpa do CENIMAT na zona
amarela e os resultados de medi¢do do dngulo de contacto de 4agua e de elipsometria estdo
apresentados na Figura 4.22 e Figura 4.23, respetivamente.
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Figura 4.21 — Angulo de contacto da 4gua das amostras de silicio apos o processo de silaniza¢io com
diferentes percentagens de APTES. Ensaio efetuado na cdmara limpa do CENIMAT (zona amarela).

A amostra de controlo apenas foi tratada com solugdo piranha, nido tendo passado por
nenhum outro passo de silaniza¢do. Idealmente so6 possuira uma camada de grupo -OH ativados,
0 que torna a superficie mais hidrofilica em comparagdo com a superficie silanizada.®® Como é
possivel observar na Figura 4.22, a amostra de controlo é a mais hidrofilica com 56.81° de angulo
de contacto da 4gua, a excecao da amostra de 1% de APTES que tem um angulo de contacto da
agua médio de 54.03°. Segundo Gunda et a®, o valor do angulo de contacto da 4gua na superficie
controlo deveria ser de cerca de 41° e o valor no caso das superficies silanizadas de cerca de 63°.
Por analise apenas do WCA, os resultados obtidos nas amostras silanizadas com as percentagens
de 2, 5 e 10% de APTES estdao de acordo com a literatura, ao contrario das amostras controlo que
apresenta um resultado acima do esperado e da amostra de 1% de APTES que apresenta um
resultado abaixo do esperado.
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Figura 4.22 — Espessura da camada de silano das amostras de silicio apos silanizacdo com diferentes
percentagens de APTES. Ensaio efetuado na cimara limpa do CENIMAT (zona amarela).

Os resultados obtidos por elipsometria e apresentados na Figura 4.23 ndo estdo de acordo
com os reportados na literatura. A amostra controlo deveria apresentar valores de cerca de 1.5nm
tendo sido obtido experimentalmente o valor de 6.26nm enquanto que monocamada de silano
deveria apresentar uma espessura de cerca de 4nm, ao contrario do que foi obtido
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experimentalmente ao serem obtidos valores entre 20.38 e 43.55nm. Estes valores de espessura
elevados apontam para a possibilidade da existéncia de multicamadas de silano na superficie da
amostra. Para além da diferenca entre os resultados esperados e obtidos, ¢ de notar o elevado desvio

dos valores obtidos nos triplicados, representado pelas barras de erro, o que indica que os resultados
ndo sao reprodutiveis.

O ensaio foi repetido, desta vez na zona branca na cdmara limpa do CENIMAT na e os
resultados de medi¢do do angulo de contacto de agua e de elipsometria estdo apresentados na
Figura 4.24 e Figura 4.25, respetivamente.
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Figura 4.23 — Angulo de contacto da dgua das amostras de silicio apos o processo de silaniza¢io com
diferentes percentagens de APTES. Ensaio efetuado na cdmara limpa do CENIMAT (zona branca).

Ao contrario das amostras preparadas anteriormente, os resultados apresentados na Figura
4.24 ndo estdao em concordancia com a literatura. Os valores sdao muito superiores ao esperado (41°

para amostra controlo e 63° para amostra silanizada) e as amostras apresentam um comportamento
de maior hidrofobicidade.
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Figura 4.24 — Espessura da camada de silano das amostras de silicio apds silanizacdo com diferentes
percentagens de APTES. Ensaio efetuado na cimara limpa do CENIMAT (zona branca).

Em relagcdo aos resultados de elipsometria obtidos e apresentados na Figura 4.25, a
espessura de camada continua a ser superior a esperada, apresentando valores de 12.63nm para a
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amostra controlo e cerca de 23nm para as amostras silanizadas. Tal como referido anteriormente,
os valores de espessura elevados apontam para a possibilidade da existéncia de multicamadas de
silano na superficie da amostra.

Como as superficies de silicio ndo estavam a obter os valores esperados, foi alterada a
superficie e foram testadas amostras em vidro. O primeiro ensaio em vidro foi executado na zona
branca da camara limpa do CENIMAT e os resultados de angulo de contacto da agua e de
elipsometria estdo representados na Figura 4.26 e¢ Figura 4.27, respetivamente.
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Figura 4.25 — Angulo de contacto da agua das amostras de vidro apds o processo de silaniza¢io com
diferentes percentagens de APTES. Ensaio efetuado na cdmara limpa do CENIMAT (zona branca).

Tal como nos resultados das amostras de silicio preparadas na zona branca da cimara
limpa do CENIMAT, as amostras de vidro apresentam angulos de contacto da agua elevados para
o esperado como apresentado na Figura 4.26, sendo possivel observar um comportamento
ligeiramente mais hidrofilico por parte das amostras silanizadas com 5% de APTES. Este
comportamento é contrario ao esperado pois com a modificagdo da superficie com as moléculas
de silano é esperado um comportamento mais hidrofébico e ndo hidrofilico.
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Figura 4.26 — Espessura da camada de silano das amostras de vidro apos silanizacdo com diferentes
percentagens de APTES. Ensaio efetuado na cimara limpa do CENIMAT (zona branca).
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Os resultados obtidos por elipsometria e apresentados na Figura 4.27, ndo estao de acordo

com o esperado e reportado na literatura, apontando para a possibilidade da existéncia de
multicamadas de silano na superficie da amostra.

O ultimo ensaio apresentado foi feito no departamento de quimica no laboratorio da
professora Ana Lourenco com o auxilio da Doutora Daniela Peixoto. A diferenca para os ensaios
realizados anteriormente € a utilizacao de tolueno seco com CaCl,, procedimento executado pela
Doutora Daniela Peixoto. Os resultados obtidos pela medi¢do do angulo de contacto da 4gua e por
elipsometria sao apresentados na Figura 4.28 e Figura 4.29, respetivamente.
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Figura 4.27 — Angulo de contacto da agua das amostras de vidro apos o processo de silanizagdo com
diferentes percentagens de APTES. Ensaio efetuado com tolueno seco no departamento de quimica.

O angulo de contacto obtido nas diferentes amostras e apresentados na Figura 4.28, tal
como em ensaios anteriores, ndo esta de acordo com o esperado e reportado na literatura. Em vez
de ser observado um comportamento mais hidrofilico por parte das amostras controlo e mais

hidrofébico por parte das amostras silanizadas, todas elas apresentam 0 mesmo comportamento
de hidrofobicidade.
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Figura 4.28 — Espessura da camada de silano das amostras de vidro apds silanizacio com diferentes
percentagens de APTES. Ensaio efetuado com tolueno seco no departamento de quimica.
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Em relacdo aos resultados obtidos por elipsometria e apresentados na Figura 4.28, é de
notar que as amostras controlo apresentam o valor de espessura de camada semelhante ao
reportado na literatura. O resultado obtido experimentalmente é de 1.17nm e o reportado na
literatura é de 1.5nm. Para as amostras silanizadas, ¢ esperada uma espessura de camada superior
a obtida nas amostras controlo, o que apenas é observado para a percentagem de 10% de APTES.
No entanto, este valor €, tal como registado nos ensaios anteriores, muito superior ao esperado. O
valor esperado de espessura para a camada de silano ¢ de 3.9nm enquanto que o valor obtido foi
de 22.6nm.

Para além da medi¢do do dngulo de contacto da agua e da determinagdo da espessura de
camada, foram obtidas as imagens de AFM das amostras preparadas em superficie de vidro com
APTES diluido em tolueno seco. As imagens de AFM estdo apresentadas da Figura 4.29. A
microscopia de for¢a atdomica permite obter informacdo acerca da topografia da superficie da
amostra. Como se pode observar nas imagens obtidas, a topografia da superficie ndo é uniforme
em nenhuma das amostras, o que permite concluir que ndo foi possivel obter uma camada
uniforme de silano em toda a superficie de vidro, como era pretendido. Os pontos brancos que
estdo nas imagens correspondem a locais de maior espessura (determinada por AFM), podendo
referir-se a contaminagdes ou entao a destrui¢do da amostra por parte da solugdo piranha.

A. '. C-
D. I‘:-

Figura 4.29 — Imagens de AFM das amostras do ensaio efetuado com tolueno seco no departamento de
quimica. Amostra controlo (A), 1% APTES (B), 2% APTES (C), 5% APTES (D) e 10% APTES (E).

Tendo em conta os resultados obtidos em todos os ensaios efetuados em superficie de silicio
e de vidro, conclui-se que ndo foi possivel obter superficies silanizadas com uma monocamada de
APTES. Os elevados valores de espessura obtidos em todos 0s ensaios, apontam para a existéncia
de multicamadas de silano na superficie das amostras. Os pardmetros para a obten¢do da
monocamada de silano por APTES necessitam de otimiza¢do, como o tempo de imersao em
solugdo piranha que pode ser longo de mais que danifique a superficie da amostra, o uso de outro
método de ativacdo de grupos silano a superficie da amostra, a utilizacdo de tolueno seco em
camara de luvas de forma a diminuir a presenca de agua durante o procedimento.
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Capitulo 5 | CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

A presente dissertacdo teve por objetivo principal o desenvolvimento de
bionanoconjugados para a criagdao um ensaio de imunodetec¢ao tipo sandwich por espetroscopia de
Raman aumentada pela superficie (SERS) para a dete¢do de biomarcadores para integragao num
dispositivo de microfluidica. De forma a atingir os objetivos propostos, foram sintetizadas
nanoparticulas esféricas de ouro (AuNPs) que foram posteriormente funcionalizadas com 4-MBA,
uma molécula ativa em Raman, para bionanoconjugagdo com um anticorpo (anti-HRP). A
bionanoconjugacao foi efetuada por interagdo electroestatica entre o anticorpo e as moléculas de
4-MBA adsorvidas a superficie das nanoparticulas e por ligacao covalente recorrendo aos agentes
reticulantes EDC e Sulfo-NHS. Apo6s confirmada a existéncia da ligacdo covalente, foram
efetuados os ensaios enzimaticos dos bionanoconjugados com a enzima HRP (especifica para o
anticorpo usado) e os bionanoconjugados foram analisados por Raman de forma a verificar que se
detetava o sinal da molécula ativa em Raman apds todos os passos de bionanoconjugacao. Foram
ainda sintetizadas nanoestrelas de ouro (AulNSs), funcionalizadas com 4-MBA e analisadas por
Raman. Por fim, foi dado inicio ao desenvolvimento das superficies com os anticorpos de captura
necessarios para a criagdo do ensaio de imunodete¢do por SERS.

As AuNPs foram sintetizadas utilizando duas abordagens ao mesmo método de sintese de
nanoparticulas de ouro por reducgado de citrato desenvolvido por Turkevich: a sintese normal e a
sintese inversa. As nanoparticulas resultantes da sintese inversa apresentam menor tamanho e
menor indice de polidispersibilidade em comparacdo com as nanoparticulas sintetizadas pela
sintese normal. A banda de LSPR esta localizada a cerca de 518nm. A funcionalizacao das
nanoparticulas foi efetuada com o racio de 5000:1 e a foi confirmada por eletroforese em gel de
agarose pela migracdo das amostras no gel e por espetroscopia de UV/Vis ao ser observado o
desvio da banda de LSPR de 518nm para 522nm. As AuNPs funcionalizadas com diferentes
misturas de 11-MUA e 4-MBA foram avaliadas por espetroscopia de Raman e foram detetadas as
duas bandas mais intensas do espetro de Raman a cerca de 1076cm™ e 1588cm™ nos espetros com
maior percentagem de 4-MBA. A conjugacao das nanoparticulas com anti-HRP prosseguiu com a
funcionalizagdo a 100% de 4-MBA por apresentar maior intensidade de bandas em Raman.

Os bionanoconjugados preparados por interacdo electroestatica necessitam de um racio de
cerca de 1000:1 de anti-HRP para AuNP de forma a garantir que as nanoparticulas estdo
totalmente revestidas por anticorpo. Para além da verificagdo da conjugagdo por eletroforese em
gel de agarose, pode também ser verificado por espetroscopia de UV/Vis onde ¢ observado um
desvio da banda de LSPR de 522nm para 527nm (em relagdo ao espetro das AuNPs
funcionalizadas). Para a ligagdo covalente, foi determinado que a concentragdo ideal de EDC e de
Sulfo-NHS para a preparar os bionanoconjugados ¢ de 0.0InM e 0.02nM, respetivamente. A
existéncia da ligagdo covalente foi verificada por eletroforese em gel de agarose. Determinada a
concentracao ideal dos agentes reticulantes, foi estudada a possibilidade de aumentar o racio de
anticorpo e concluiu-se que ¢ possivel aumentar o racio de anticorpo para nanoparticula uma vez
que o comportamento de ligacdo covalente se mantinha. Com isto, foi determinado o racio entre
150 e 175 para a preparacao dos bionanoconjugados com ligagao covalente de forma a garantr a
cobertura total da nanoparticula com anticorpos.

A capacidade dos anticorpos presentes nos bionanoconjugados de ligarem a enzima HRP
foi avaliada pelo ensaio enzimatico. A reagdo do ABTS com H,O; ¢ catalisada pela enzima HRP
e ¢ detetada pelo registo da absorvancia a 405nm. O ensaio enzimatico de enzima livre (ndo
conjugada) foi de 42.03+1.10 unidades/mL de enzima e o ensaio enzimatico dos
bionanoconjugados com HRP foi de 0.49%+0.27 unidades/mL de enzima. Apesar de o valor de
atividade dos bionanoconjugados ser baixo em relagdo ao obtido para enzima livre, é verificado
que existe atividade por parte da enzima, o que permite concluir que a HRP esta presente em
solugdo por interagdo com 0s anticorpos.
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Os bionanoconjugados foram analisados por Raman para verificar que o sinal da molécula
reporter de Raman era observavel. Foi verificada a existéncia das bandas caracteristicas do 4-MBA
a 1078cm™ e 1587cm’.

O espetro de absor¢ao das nanoestrelas de ouro apresenta a banda de LSPR localizada
entre 650 e 750nm. A concentracdo estimada das AuNSs em solucdo é de InM. A funcionalizacdo
das AuNSs com 4-MBA ¢ verificada por espetroscopia de UV/Vis, onde é observado um desvio
da banda de LSPR de 687nm para 699nm. As AuNSs funcionalizadas com diferentes misturas de
11-MUA e 4-MBA foram avaliadas por espetroscopia de Raman e foram detetadas as duas bandas
mais intensas do espetro de Raman a cerca de 1080cm™ e 1590cm™ nos espetros com maior
percentagem de 4-MBA.

As superficies para imobilizacdo de anticorpo foram silanizadas com diferentes
percentagens de APTES, mas os resultados ndo permitiram determinar a percentagem de APTES
que permite obter a monocamada de silano para ligagio ao anticorpo. E um procedimento que
necessita de otimiza¢do que pode passar por alteragdes nas condi¢des do ensaio.

O objetivo principal deste trabalho foi atingido ao serem obtidos os bionanoconjugados
com atividade enzimatica (quando conjugados com a enzima HRP) e com sinal em Raman da
molécula de 4-MBA. As tarefas futuras que podem ser desenvolvidas em futuros projetos no ambito
deste trabalho incluem:

e Otimizar o desenvolvimento dos bionanoconjugados apresentados neste trabalho com um
racio de anticorpo superior de forma a maximizar a atividade do ensaio enzimatico;

e Desenvolvimento dos mesmos bionanoconjugados obtidos neste trabalho com AuNSs de
forma a obter maior sensibilidade na analise por Raman;

e Otimizar a modificagdo de superficie para imobilizagdo de anticorpos, experimentando
outras abordagens, como o uso de outros métodos de imobilizagdo ou o uso de outro
composto de silano.
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ANEXOS

I. Lista de reagentes e materiais usados

i.  Lista de reagentes quimicos.
Reagentes Fornecedor
, . ) ) . . . . Roche
2,2’-azina-bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS —
CisH24N606S4)
i iDtri isi 0 . Sigma-Aldrich
(3-aminopropil)trietoxisilano, 98% (APTES — CoH2;:NO3S1)
Acetona, 99.5% (C;HsO) Honeywell-Riedel-de-Haén
Acido 11-mercaptoundecandico, 95% (11-MUA — C1;H».0,S) Sigma-Aldrich
Acido 4-mercaptobenzéico,99% (4-MBA — C;H;0,S) Sigma-Aldrich
Acido ascorbico (CsHsOs) Carlo Erba
Acido Cloridrico, 37% (HCI) Fisher Chemical
Acido Bicinconinico (CyH2N>04) Sigma-Aldrich
Acido Nitrico, 70% (HNOs) Sigma-Aldrich
Acido Sulfiirico, 96% (H>SO.) Panreac
Acido Tetraclorodurico, 30% (m/v) em HCI 99.9% (HAuCL) Sigma-Aldrich
BioRad
Agarose
i 3dio tribasi hi Sigma-Aldrich
Citrato de sédio tribasico dihidratado, 99% (CsHsNa;O;-2H,0)
Etanol absoluto anidro HPLC, 99.9% (C,HsOH) Carlo Erba
Fosfato de potéssio dibasico, 99% (HK,PO.) Sigma-Aldrich
Fosfato de potassio monobasico, 99% (H.KPOy) Sigma-Aldrich
Glicerol, 87% (C;H;s0s) Panreac
Hidrocloreto N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida, 99% Sigma-Aldrich
(EDC - CsHi7N3-HCI)
Hidroxido de potéssio (KOH) Pronolab
Hidroéxido de sodio (NaOH) Sigma-Aldrich
Isopropanol, 99.8% (CsHsO) Scharlau
N-hidroxisulfosuccinamida, 98% (Sulfo-NHS — C,H,NNaO,s) | Sigma-Aldrich
Nitrato de prata, 99.8% (AgNO5) Sigma-Aldrich
Sulfato de cobre (CuSO,) Sigma-Aldrich
Tolueno (CsHsCHs) Fisher Chemical
Fluka

Triton X-100
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ii. Lista de Proteinas

Proteinas

Fornecedor

Albumina de Soro Bovino, 98% (BSA)

Sigma-Aldrich

Anticorpo policlonal anti-peroxidase de rabano ABIN116806

Antibodies-online.com

(Anti-HRP)
Peroxidase de rabano (HRP) Sigma-Aldrich
Standard de albumina de soro bovino (1mg/mL) Sigma-Aldrich

iii. Lista de equipamentos e materiais.

Equipamentos Marca Modelo
Agitador microtubos com bioSan TS-100 (SC-18/02)
regulacao de temperatura
Balanca Radwag AS 220/C/2
Células de quartzo Hellma Analytics
Centrifuga (rotores) Centurion Scientific K3 Series

(BRK5424/BRK53/08)
Elipsbmetro Horiba-Jobin Yvon UVISEL 2VUV
Espetrofotometro Varian Cary 50 Bio UV/Visible
Fonte de tensdo BioRad PowerPac Basic Power
Goniometro de angulo de Dataphysics OCA 15Plus
contacto
Medidor de pH Crison Basic 20+
Microscopio de Raman Renishaw inVia Qontor
Placa de agitacao JPSelecta Agimatic-N
Tina de eletroforese BioRad Mini-Sub Cell GT

horizontal
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