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RESUMO

Neste presente trabalho preparou-se um imunosensor para doenca de Chagas.
Este sensor foi construido por meio da imobilizagdo do Antigeno (AG) da
doenca de chagas sob um filme LbL entre o sulfonato de polivinil (PVS) e
nanoparticulas de prata incorporadas na matriz inorganica cloreto de 3-n-
propilpiridineo  silsesquioxano  (Ag-SiPy*Cl) usando como transdutor
eletroquimico o ITO. As nanoparticulas de prata foram sintetizadas via reducao
quimica, com o uso de NaBH; e AgNQO;. Medidas de DLS mostraram que a
suspensao de Ag-SiPy*Cl" era composta por particulas na ordem de 20 nm.
Espectros de UV-Vis comprovaram o crescimento das bicamadas por meio da
técnica LbL como uso do PVS e da suspensdo Ag-SiPy*Cl, por meio das
bandas em 200 e 260 nm referentes ao SiPy"Cl" e uma banda préxima a 400
nm referente a nanoparticulas de prata. Este crescimento também foi
comprovado por meio da técnica de AFM, que mostrou que o aumento no
namero de bicamadas leva ao aumento na rugosidade e espessura do filme.
Os filmes modificados com O AG forma submetidos a técnica de impedancia
eletroquimica e mostraram uma mudanca de impedancia pronunciada quando
na presenca do anticorpo (AB) da doenga de Chagas, indicando que este tipo
de filme pode ser utilizado num dispositivo para o diagnéstico da doenga de
Chagas. Foram feitos testes com diferentes diluicbes das amostras
contaminadas com o AB da doenca de Chagas e 0 imunosensor proposto
mostrou-se mais sensivel em relagdo ao teste laboratorial para determinacao
qualitativa e semi-quantitativa da doenca de Chagas (Gold Analisa Diagnéstica
Ltda).

Palavras-chaves: Imunosensor, Chagas, Técnica LbL, Nanoparticulas de
Prata



ABSTRACT

In this work prepared an imunosensor for Chagas disease. This sensor was
constructed by  immobilizing  the antigen (AG) of Chagas  disease under
an LbL film between the polyvinyl sulfonate (PVS) and silver nanoparticles
incorporated inan inorganic matrix, 3-n-propilpiridineo  silsesquioxane
chloride(Ag-SiPy*Cl') using ITO as the electrochemical probe. The silver
nanoparticles were synthesized through chemical reduction using NaBH4
and AgNOs. DLS measurements showed that the suspension of Ag-SiPy'CI
consisted of particleson the order of 20 nm. UV-Vis spectra confirmed
the growth of bilayers through the LbL technique using PVS and the
suspension Ag-SiPy*Cl'by means of bands at 200 and 260 nm which s
referring to the SiPy*Cl” and a band near 400 nm which is referring to the silver
nanoparticles. This growth was also demonstrated by AFM technique, which
showed thatthe increasein the number of bilayersleads to an
increase in surface roughness and film thickness. The modified films with AG
were submitted to the technique electrochemical impedance spectroscopy and
showed a pronounced change in impedance in the presence of the antibody
(AB) of Chagas disease, indicating that this type of film can be used in a device
for the diagnosis of Chagas. Were made tests with different dilutions the
samples contaminated with antibody (AB) of Chagas disease and the
imunosensor proposed was more sensitive compared to the laboratory test for
the qualitative and semi-quantitative of Chagas disease (Gold analyzes
Diagnostic Ltd.)

Keywords: Immunosensor, Chagas, LbL Technique, Silver Nanoparticles
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1.0 INTRODUGCAO
1.1 APRESENTACAO

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) mais de um bilhdo de
pessoas estdo infectadas com uma ou mais doencas parasitarias endémicas, o que
representa um sexto da populacdo mundial, algumas dessas doengas sao
conhecidas como negligenciadas. Essas doengas néo s prevalecem em condi¢des
de grande pobreza, mas também proporcionam a conservagdo no quadro de
desigualdade social. Um dos motivos do alto indice de incidéncia e Obitos
provocados pelas doencas negligenciadas € a falta de ferramentas adequadas para
seu diagnéstico e tratamento.’

Um diagnostico correto para doengas infecciosas humanas € indispensavel
para orientar acoes corretas em relacdo ao tratamento dos pacientes tanto em
epidemias de uma ou mais doengas ou em casos isolados. Para que se tornem bem
sucedidos os métodos de diagndstico devem apresentar baixo custo, serem de facil
uso e de preferéncia apresentar portabilidade. Sendo assim uma nova forma de
abordagem para o desenvolvimento de métodos de diagndstico dessas doencas faz-
se necessario, a fim de atender a essas necessidades.

Os biossensores apresentam-se como uma ferramenta promissora na
deteccao de doengas negligenciadas. Biossensores s&o dispositivos que fornecem
informagdes quanto & composicdo ao meio em que operam, transformando uma
informacdo quimica em um sinal analitico. Podem ser constituido por um
reconhecedor sendo um componente biolégico ativo, que pode ser uma enzima,
DNA, antigeno, anticorpo, proteina, entre outros. Isso fornece aos biossensores
caracteristicas como alta seletividade com relacdo a um determinado analito.

Uma das técnicas de obtencado destes dispositivos € a formacao de filmes
sobre a superficie de eletrodos pela técnica de automontagem por camadas
alternadas conhecida como LbL, do inglés Layer-by-Layer.

Neste trabalho foi preparado um eletrodo modificado, por meio da técnica
LbL, capaz de detectar doencas negligenciadas tal como a Doenca de Chagas.
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1.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.2.1 Doencgas Parasitarias.

Cerca de trés mil pessoas morrem a cada dia vitimas de doencas parasitarias,
sendo mais de 1 milhdo de mortes ao ano.? Segundo a Organizacdo Mundial de
Saude (OMS, 2010) mais de um bilhdo de pessoas estao infectadas com uma ou
mais doencas negligenciadas, o que representa um sexto da populacdo mundial.
Essas doengas nédo sé prevalecem em condi¢cées de grande pobreza, mas também
proporcionam a conservagao no quadro de desigualdade social.’

As caracteristicas comuns das doencas negligenciadas sao a elevada
endemicidade em areas rurais, urbanas menos favorecidas de paises em
desenvolvimento e também a falta de incentivo em pesquisas para o
desenvolvimento de novas formas de diagndstico e tratamento. Essas doencas
podem prejudicar o crescimento infantil, o desenvolvimento intelectual e a
produtividade do trabalho. Sendo assim nao apresentam atrativos econémicos para
o desenvolvimento de farmacos, por sua baixa prevaléncia em paises desenvolvidos
e por atingir populacdo em regido de baixo nivel de desenvolvimento. °

Nos ultimos 30 anos inUmeros avangos médicos nos paises desenvolvidos
proporcionaram um ganho substancial na expectativa de vida, porém doencas
tropicais, que muitas vezes sdo fatais e que podem ser prevenidas, tratadas e
curadas continuam a assolar comunidades pobres nos paises em desenvolvimento,
devido em grande parte as falhas nas politicas publicas desses paises e pouco
investimento neste tipo de mercado.

Estas doengas sdo um problema global de saude publica por motivos como: a
orientacdo industrial estar direcionada ao lucro, focalizando sua producdo e
pesquisa em medicamentos que podem ser comercializados de forma lucrativa, os
pacientes atingidos com essas doencas possuirem baixo poder aquisitivo, pouco
apoio e influéncia politica para pesquisas na area e devido aos medicamentos que
sdo destinados ao tratamento de doencgas negligenciadas ndao geram o retorno
financeiro esperado pela maior parte das empresas, dificultando assim o

desenvolvimento das pesquisas nessa area.

15



A doenca de Chagas € uma doenga parasitaria endémica cronica que ocorre
em maior parte na Ameérica Latina. Pelos altos indices de prevaléncia e morbidade
ela é considerada um dos maiores problemas de saude publica em toda América
Latina. De acordo com a OMS estima-se que 16 milhdes de pessoas estdo
infectadas e que cerca de 100 milhdes de individuos, vivendo em areas endémicas,
possuem altos riscos de contaminar-se com a doenca®*. Pode ser considerada como
uma infeccdo causada por um protozodrio chamado de T. cruzi (Trypanossoma
cruzi). Historicamente a transmissao vetorial tem sido identificada como a principal
causa da transmissdo da doenga de Chagas no Brasil. Quando ocorre esse tipo de
transmissdo, apos picar o individuo, o popularmente conhecido como barbeiro, (da
familia dos Reduvideos, pertencentes aos géneros Triatoma, Rhodnius e
Panstrongylus), deposita sobre a pele fezes infectadas com o T. cruzi, que podem
entrar em contato com a corrente sanguinea, contaminando assim o paciente. Os
sintomas podem ser febre prolongada, cefaleia, edema de face ou membros,
manchas na pele, aumento do figado ou baco, cardiopatia aguda, dentre outros.® A
confirmagédo da doenga € atualmente feita por exame parasitologico e sorolégico,
conforme orientacdo médica.

A doenca de Chagas e outras doencas afetam as populacbes mais
empobrecidas nos paises menos desenvolvidos, o interesse das industrias
farmacéuticas é pequeno, por ndo apresentar-se como um mercado lucrativo.’
Devido a estes motivos algumas doencas como a maléria, leishmaniose visceral,
esquistossomose, doenca de Chagas e doencga do sono sao chamadas de doencas
negligenciadas.

Um dos motivos do alto indice de incidéncia e ébitos provocados pelas
doencas negligenciadas € a falta de ferramentas adequadas para o diagndstico e
tratamento. Portanto um diagnéstico rapido e preciso € fundamental para o controle
e tratamento dessas doencas, manifestando-se unicamente em um paciente como
também em casos onde ha epidemias de uma ou mais doengas em varios
individuos.*

A infraestrutura médica e os sistemas de servico referentes a saude publica
nos paises desenvolvidos apresentam de uma forma geral, recursos alinhados para

a deteccdo e prevencdo de doencas negligenciadas. Dispéem de grandes
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instalacdes laboratoriais capazes de realizar testes em milhares de amostras de
pacientes por dia. Ja nos paises em desenvolvimento os pacientes, em sua maioria,
contam apenas com o atendimento em postos de saude pequenos e com
infraestrutura ultrapassada e inadequada para a maioria dos casos de emergéncia.

Sendo assim a maioria das tecnologias tradicionalmente empregadas para o
diagnéstico dessas doencas em paises em desenvolvimento falha, pois sao
sistemas de diagnéstico dispendiosos, complexos e que necessitam de uma grande
infraestrutura fisica para sua implementacao e pessoal treinado para sua realizagao.
Para que se tornem bem sucedidos os métodos de diagndstico devem apresentar
baixo custo, serem de facil uso e de preferéncia apresentar portabilidade. Sendo
assim uma nova forma de abordagem para o desenvolvimento de métodos de
diagnéstico dessas doencas faz-se necessério, a fim de atender a essas
necessidades.

Uma das alternativas mais promissoras no que se refere ao desenvolvimento
de tecnologias para a aplicacao clinica em diagndstico e monitoramento de doencas
infecciosas humanas esta relacionada com a preparacdo e UusO Ssensores

eletroquimicos mais especificamente no uso de biossensores.®
1.2.2 Sensores Eletroquimicos.

Na medicina hd a necessidade de detectar determinadas substéncias em
amostras complexas e em baixas concentracbes, uma das ferramentas poderosas
para essas analises sao as técnicas eletroquimicas, pois apresentam vantagens
como elevada sensibilidade, seletividade, baixo custo e portabilidade.

O desenvolvimento de sensores eletroquimicos tem se apresentado de forma
mais evidente nos ultimos anos, devido a crescente necessidade de testes analiticos
simples, rapidos e baratos para a determinacao de importantes compostos quimicos
e biolégicos em concentracées muito baixas. Os principais sensores eletroquimicos
podem ser classificados como: potenciométricos, amperométricos e
condutimétricos.®

Os sensores potenciométricos baseiam-se na diferenca de potencial entre

dois eletrodos em condicbes onde a corrente elétrica mantém-se constante;
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enquanto que nos sensores condutimétricos as mudangas sdo observadas nas
medidas de condutédncia, resultante de produtos de uma reacdo catalitica. Os
sensores amperométricos sdo baseados na medida de corrente elétrica, resultante
de alteragbes de oxidacdo ou reducdo de espécies eletroativas.’ Estes apresentam
facil manipulagéo e também uma relagéo proporcional entre concentragdo do analito
e alteragdo na corrente elétrica. Durante as analises, o potencial € mantido
constante e as alteracbes de corrente verificadas sao correlacionadas diretamente
com a concentragdo das espécies eletroativas presentes, com a sua producao ou
com a taxa de consumo na camada biocatalitica.® '

Em anos anteriores os atributos requeridos em experimentos eletroquimicos
usando eletrodos eram a boa condutividade, estabilidade quimica e larga faixa de
potencial de trabalho. Desde entdo, essas premissas passaram a ter um significado
menos importante uma vez que, para determinados sistemas quimicos, percebeu-se
a necessidade do trabalho com superficies seletivamente reativas, as quais
proporcionavam resultados favoraveis em razdo da melhoria da atividade quimica,
surgindo assim os eletrodos quimicamente modificados.®

Eletrodo quimicamente modificado (EQM) é um termo que indica eletrodos
com espécies quimicamente ativas imobilizadas em sua superficie. Varias vantagens
surgem com a modificacdo da superficie de um eletrodo como a maior seletividade,
sensibilidade, estabilidade do eletrodo, aumento na reatividade, eletrocatalise, entre
outros, possibilitando o desenvolvimento de diversos eletrodos para inumeras
aplicacdes. &1

Os primeiros trabalhos que envolviam a modificacdo na superficie de
eletrodos surgiram no inicio da década de 70, sendo que até esta data usava-se
somente eletrodos que eram considerados “inertes” como ouro, platina, mercurio e
carbono.® Entre os diversos materiais que hoje sdo usados em eletrodos
quimicamente modificados podemos citar o ouro, platina, carbono vitreo, mercurio
na forma de filme, fibras de carbono, pasta de carbono, carbono vitreo reticulado,
plastico condutor, vidros condutores como o ITO e FTO (6xidos de estanho dopado
com indio e fltior, respectivamente).®

A forma mais comum de modificar a superficie de um eletrodo tem sido o uso

de modificadores sobre a superficie do eletrodo, dentre os modificadores mais

18



usados podemos citar nanoparticulas metalicas, substancias organicas, materiais
inorganicos, materiais compdsitos, mediadores redox, biomoléculas, filmes

5

poliméricos, nanotubos de carbono.” De forma geral as técnicas mais utilizadas

para se modificar a superficie de um eletrodo € a imobilizagdo por adsorcao,
adsorcao irreversivel direta, ligacdo covalente a sitios especificos da superficie do
eletrodo, recobrimento com filmes poliméricos ou ainda a preparagéo de eletrodos a

base de pasta de carbono. '°
1.2.3 Biossensores.

Biossensores sao dispositivos que possuem imobilizados em transdutores
adequados materiais de origem bioldgica tais como enzimas, tecido animal ou
vegetal, antigenos ou anticorpos, acidos nucleicos, entre outros.'? Estes dispositivos
convertem uma resposta biolégica em um sinal mensuravel, ou seja, fornecem
informagdes quanto & composicdo ao meio em que operam, transformando uma
informacgao quimica ou fisica em um sinal analitico. Sdo compostos basicamente de
dois componentes, um elemento bioldgico e um elemento transdutor.’® O elemento
bioldgico pode ser um tecido, células vivas, enzimas, anticorpo (AB) ou antigeno
(AG), acido nucleico, proteina, organelas, micro-organismos, entre outros. A escolha
por determinada biomolécula depende da especificidade dos componentes
biologicos para determinado analito, tornando determinada biomolécula atraente
para compor o biossensor. '#'®'” Assim uma das caracteristicas dos biossensores, é
a sua alta seletividade com relagdo a um determinado analito.®

A espécie de transdutor usado determina a resposta obtida, portanto os
biossensores podem ser classificados de acordo com o transdutor, como por
exemplo, eletroquimicos (potenciométricos, amperométrico e condutimétrico), optico
(quando a medida que se faz é de luminescéncia, fluorescéncia, etc.) detector de
massa (relaciona a oscilacao da freqiiéncia dos cristais piezelétricos com a variagao
da massa).®'

A construcado de um biossensores baseia-se na comunicacédo de duas partes:
o0 componente biolégico ativo (o reconhecedor) e um transdutor, como ilustra a

Figura 1. A primeira faz o reconhecimento de uma determinada substancia por meio
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de uma reacdo bioquimica especifica, gerando uma variagdo na concentracdo de
prétons, a liberacdo de gases, a emissado ou a absorcao de luz, a emissao de calor,
uma variacdo de massa, uma mudanca no estado de oxidacdo do analito, etc; e a
segunda, converte a energia destes eventos numa forma mensuravel, como uma
variacdo de corrente, potencial, temperatura e outros.'

Figura 1- Componentes basicos de um Biossensor

Transdutor
Calor, Luz,
Elemento — Potencial . .
p—1 Elétrico, Sinal Elétrico
Biolégico mudanca de pH,

Fonte: Biosensors, Bioelectronics, v. 19, p. 285-293, 2011

Assim como nos EQM varios métodos podem ser utilizados para imobilizar
biomoléculas no transdutor, dentre eles os mais utilizados sdo os que envolvem
processos de adsorcdo, ligacao covalente, ligacdo cruzada, filmes poliméricos,
formacao de materiais compdsitos. &1

Quando se trata de um biossensor em que a resposta bioquimica esta
baseada em uma reacdo imunoldgica entre um antigeno e um anticorpo este é
classificado como imunosensor. %

Em um imunoensaio, um anticorpo combina-se com seu correspondente
antigeno, formando assim um imunocomoplexo, conforme a Equacdo 1, que é
caracterizada pela constante de afinidade, Ka, definida pelas concentracbes do
imunocomplexo (AG, AB), do antigeno livre (AG) e dos sitios livres dos anticorpos

(AB) no equilibrio, de acordo com a Equagéo 2.2

AB + AG +=—> ABAG (1)
K [ABAG] 5
A ABI[AG] @)

A formacdo do imunocomplexo pode ser monitorada, sob o ponto de vista
analitico, por dois métodos, o método direto ou o indireto (com o uso de
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marcadores). No método indireto tanto o AG ou o AB podem ser marcados com
moléculas chamadas de marcadoras. As moléculas marcadoras hoje usadas séo
compostos fluorescentes ou enzimas. As enzimas por sua vez tem sido usadas

amplamente em imunosensores amperométricos.'*'®

1.2.4 Filmes Automontados.

A fabricacao de filmes finos tem atraido grande atencéo devido a necessidade
de se obter estruturas com alta organizagdo, com controle de espessura,
propriedades em escala molecular e emprego de diversos materiais, soluveis ou
insoliveis em meio aquoso. As pesquisas envolvendo filmes finos englobam
profissionais nas mais diversas areas, como quimica, fisica, biologia, engenharia de
materiais, o que tem promovido ainda mais o seu desenvolvimento.

O termo filme refere-se a matéria condensada restrita a duas dimensdes (no
caso de filmes finos), disposta em camadas inserida em uma superficie, os filmes
podem ser classificados de acordo com seu tamanho, nanométricos, micrométricos e
milimétricos."® O substrato é considerado como a superficie que suporta fisicamente
o filme, fornecendo um adequado suporte mecanico sem influenciar ou interferir nas
caracteristicas do filme sobre ele depositado. Ha muitos tipos diferentes de
substratos usados com diferentes finalidades, dentre os mais utilizados encontram-
se os vidros modificados, metais, ceramicas e 6xidos metalicos, tais como FTO e
ITO, materiais de carbono, entre outros.’

O processo de crescimento de filmes foi inicialmente descrito por ller
colaboradores onde a adsorcdo de particulas coloidais de cargas alternadas foi
realizada.?

Nos ultimos anos inumeras técnicas tém sido empregadas com o fim de obter
filmes ultrafinos, dentre elas pode-se destacar a técnica Langmuir-Blodgett (LB), a
técnica de automontagem camada por camada do inglés Layer-by-layer (LbL),
casting, spin coating, dip coating, entre outras. As técnicas LbL e LB se destacam
pois permitem organizar as moléculas individualmente em estruturas alternadas com
alto controle de espessura mantendo-se na ordem de nanometros.?'?* Além do mais

técnica LbL apresenta grande simplicidade experimental e baixo custo.?
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1.2.5 Técnica Layer-by-Layer

A técnica LbL tornou-se uma das principais escolhas para a construgdo de
filmes nanoestruturados pois a sinergia entre materiais distintos pode ser alcancada
de forma simples e com baixo custo. Com esta técnica uma ampla gama de
materiais podem ser empregados e também seu procedimento é realizado sob
brandas condicdes, o que é particularmente importante para preservacdo das
biomoléculas, no caso de imunosensores.?*

Esta técnica foi baseada em dois trabalhos iniciais. Primeiramente lller
colaboradores com a idéia de adsorcdo alternada usando particulas coloidais com
cargas alternadas, posteriormente Savig e colaboradores aplicaram o termo self-
assembly para a construgdo de sistemas que se baseavam em interagdes quimicas
entre multicamadas (geralmente covalentes), porém este processo requeria a
funcionalizacdo de algumas moléculas a serem utilizadas na construgdo das
camadas, o que € considerado algo limitante na técnica. Decher e colaboradores
propuseram um novo meétodo para construgao de filmes automontados que superava
tais limitagdes onde se empregava materiais com cargas opostas na construgdo dos
filmes, ou seja, entre as camadas a interagdo que ocorria era fisica. Desta forma
pode-se adsorver alternadamente espécies anibnicas e catibnicas sobre substratos
solidos. 3%

Na maioria dos casos a interagcdo predominante na técnica LbL é a interacao
eletrostatica. A Figura 2 ilustra esquematicamente o mecanismo de formacgédo de
bicamadas através da técnica LbL. No que diz respeito ao substrato usado esta é
um técnica muito versatil permitindo a utilizacdo de materiais como vidros hidrofilicos

e hidrofébicos, mica, silicio, polimeros entre outros.?*?'
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Figura 2- Um substrato solido carregado, por exemplo, com cargas negativas, é inicialmente
imerso em uma solucao cationica (1). Posteriormente (a) o excesso das moléculas pode ser
removido numa solucao de lavagem (2), sendo seco posteriormente. O substrato contendo a
camada cationica é imerso (b) na solucao com o polieletrolito anionico (3). As moléculas que

nao adsorveram sdo removidas (c) em uma solugéo de lavagem (4). #*

substrato

“

bicamada

— BRERS

o

1

~
“

Fonte: Electrochemistry Science, v. 1, p.194-214, 2006.

IniUmeros materiais podem ser usados na construcdo de filmes LbL, entre
eles, polimeros sintéticos, nanoparticulas, biomoléculas como &cidos nucléicos,
proteinas entre outros. Assim esta técnica apresenta uma vasta gama de aplicacdes
em diversos tipos de dispositivos.
Os filmes LbL podem receber quatro classificagbes de acordo com o
mecanismo de adsorgdo que ocorre na formacdo dos filmes; filmes automontados
via interacdes eletrostaticas a partir de polieletrélitos altamente carregados, filmes
automontados via interagdes eletrostaticas a partir de polieletrélitos parcialmente
carregados, via interacdes secundarias e via interagdes especificas.?’
a) Filmes automontados via interacbées eletrostaticas a partir de
polieletrdlitos altamente carregados.

A interagdo que governa este tipo de mecanismo de adsorcao de filmes é a
ibnica (eletrostatica) obtendo assim camadas altamente estaveis. Neste caso o
mecanismo de adsorcdo é limitado, pois se encerra quando o equilibrio entre as
forcas resultantes da interacao eletrostatica entre a camada que é depositada e a
nova camada que é adsorvida é alcancado. Estes filmes apresentam formacao de
camadas muito finas, na ordem de 1 nm de espessura, pois existe uma grande

repulsdo entre as cargas do mesmo polieletrélito presentes nos materiais. A
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formacao de multicamadas ocorre devido a forte compensagédo de cargas quando
uma camada de polieletrélito é depositada sobre outra de sinal contrario.?!

b) Filmes Automontados contendo polieletrolitos parcialmente carregados.

Neste caso a interagdo que ocorre durante a adsorgdo também é idnica,
porém a utilizagdo de polieletrdlitos fracos faz com que a espessura das camadas
varie. Essa variagdo ocorre porque o0 numero de cargas ao longo das
macromoléculas pode variar quando o pH das solugdes de polieletrélitos fracos é
ajustado.?!

C) Filmes Automontados adsorvidos via interagbes secundarias

Neste tipo de mecanismo outras interacées podem ocorrer na formagéao do
filme além das interacdes ibnicas, mas também podem ocorrer inteiramente através
de interacdes de hidrogénio, interagdo de Van der Waals ou hidrofébicas.?

d) Filmes Automontados adsorvidos via interagcées especificas

O mecanismo que governa a adsor¢ao das bicamadas neste tipo de filme é
muito distinta dos demais mecanismos, pode ocorrer pela funcionalizacdo de
substancias permitindo a adsorcéo alternada e o crescimento das multicamadas.?

Os filmes automontados podem ser aplicados em muitas areas como a
nanotecnologia, diodos emissores de luz, Optica eletrénica, eletrocatalise, sensores

analiticos, biossensores.'*?’

1.2.6 Nanocompdsito de Nanoparticulas

Dentre as novas estratégias para a producao de biossensores esta o uso de
nanoparticulas (NPs), pois apresentam excelente biocompatibilidade entre as
nanoparticulas e biomoléculas, tais como antigenos e anticorpos 2%, e &rea
superficial elevada. Sabe-se que nanoparticulas de ouro, por exemplo, apresentam
boa compatibilidade com biomoléculas sendo, portanto amplamente usadas nos
campos de imunoensaios para reter a bioatividade entre o anticorpo imobilizado e
melhorando a cinética de transferéncia eletronica.?

Quando em escala nano, as particulas apresentam propriedades fisico-
quimicas diferentes dos materiais que encontram-se em propor¢cées maiores como

os efeitos causados pelo aumento da area superficial, especialmente em catélises
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heterogéneas e sensores, ja os efeitos referentes ao tamanho podem ser
observados por meio de medidas de propriedades mecénicas, Opticas, elétricas,
magnéticas, etc.>°

Dentre os métodos quimicos para obtengdo de nanoparticulas pode-se citar
0s que estdo baseados em reacgdes realizadas em solugéo, levando a formacao de
coléides (séis), onde as NPs ficam dispersas ou imobilizadas em um solvente
adequado. Uma das formas de se obter essa suspensdo de nanoparticulas é por
meio de um sal metalico, que neste caso € o provedor das nanoparticulas, um
agente redutor e um “solvente” capaz de imobilizar as nanoparticulas. Como
exemplo pode-se citar a sintese de nanoparticulas de ouro incorporadas ao
dendrimero poliamidoamina (PAMAM), que utiliza o &cido férmico para converter os
ions auricos presentes no sal em nanoparticulas metélicas de ouro®', como ilustra a

Figura 3.

FIGURA 3: Sintese de nanoparticulas de ouro incorporadas a PAMAM *'

KAucCl, + HCOOH
—

FONTE: Electroanalysis, v. 9, p. 805-812, 2007

Um dos materiais que pode ser tanto empregado na construcao de filme LbL
como também servir para estabilizacdo de nanoparticulas metdlicas é o polimero
cloreto de 3-n-propilpiridinio silsesquioxano, SiPy*Cl’, cuja estrutura esté ilustrado na

Figura 4.
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FIGURA 4: Figura idealizada mostrando os grupos cloreto de 3-n-propilpiridinio ligados a um
esqueleto de silsesquioxano.*? Patente: BR9803053-A

}@Cl'

FONTE: Sens. Actuators B, v.66, p.125, 2000.

Quando imobilizadas no SiPy*Cl, as nanoparticulas metdlicas podem
interagir com o SiPy*Cl’ de forma que o mesmo passa a comportar-se como uma
gaiola, favorecendo a estabilizacéo das nanoparticulas em suspens&o.®®

Este polieletrdlito apresenta alta capacidade de troca idnica, solubilidade em
agua e capacidade de formacdo de filmes.3**343° Foi primeiramente sintetizado pelo
Laboratério de Quimica de Superficies do instituto de Quimica da UNICAMP.*® Este
polimero apresenta o ion cation piridinio fixo a estrutura de um polimero do tipo
silsesquioxano, e tem sido amplamente utilizado na producdo de sensores
eletroquimicos pela imobilizagdo de espécies idnicas.

Um sensor eletroquimico foi construido por Fujiwara e colaboradores (2002)*
a base de ftalocianina tetrassulfonada de cobre juntamente com o polieletélito
SiPy*CI" sob uma matriz polimérica de SiO,/Al,O3, para a determinagdo de &cido
ascorbico.’” Muxel e colaboradores (2008)*® também usaram o SiPy*Cl' na
preparagdo de um eletrodo modificado. O eletrodo era formado por um bastdo de
grafite recoberto pelo polimero com o intuito de determinar a presenga de Cr(VI) em
amostras de aguas residuarias de industrias de galvanoplastia e de couro, este
eletrodo apresentou limite de deteccédo de 2,8x10 ® mol L™ (0,15 ppm).
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Estes e muitos outros trabalhos demonstram que o emprego do polimero
SiPy*CI', puro ou com outras substancias como nanoparticulas, na construgéo de
filmes pode ser uma potencial ferramenta para a obtengcdo de sensores
eletroquimicos.

Outro polimero que pode ser utilizado na estabilizagdo de nanoparticulas € o
Poli (cloreto de dialildimetilaménio) (PDDA), ilustrado na Figura 5, que € um
polieletrélito catibnico amplamente utilizado tanto em aplicacées industriais € como
um polimero carregado na construgdo de filmes entre outros.*®* E um polimero
soluvel em agua e que possui a capacidade de gerar e/ou estabilizar coldides
metdlicos, como o ouro, a partir de um precursor especifico. Na formacédo de
nanoparticulas, por meio de uma reducado quimica, o PDDA pode agir tanto na

reducéo como na estabilizagdo de nanoparticulas metélicas (NPs).*

FIGURA 5: llustracdo da molécula de Poli (cloreto de dialildimetilaménio)*
i ™

cl

o

A -
FONTE: Polymer, v. 47, p. 763-766, 2006

1.2.7 Imunosensores para diagndstico da doenga de Chagas.

Imunosensores podem ser definidos como dispositivos analiticos capazes de
detectar a ligagdo de um anticorpo ao seu antigeno especifico por meio de uma
reagdo imunoquimica na superficie de um dispositivo como um transdutor.*'*?
Muitos imunosensores fazemuso de nanoparticulas metdlicas como o
sensor amperomeétrico  desenvolvido para a deteccdo de  antigeno

carcinoembrionario, usnado a técina LBL, nanoparticulas de ouro e nanotubos de
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carbono.? A literatura traz alguns trabalhos onde o foco é o diagnéstico da doenca
de Chagas usando as mais diversas técnicas de analise.

Ferreira et. al. (2005) desenvolveram um imunosensor amperémétrico para a
deteccao da doenga de Chagas. Para isso usaram proteinas antigénicas da doenca
imobilizadas em um eletrodo de ouro, tratado com cisteina e glutaraldeido, além do
uso de um antigeno marcado com HRP (enzyme horseradish peroxidase). Os
anticorpos presentes no soro de pacientes contaminados com a doenca de Chagas
foram capturados pelos antigenos imobilizados e a interacao entre esses antigenos
e 0s anticorpos da doenga foi monitorizada por cronoamperometria a um potencial
de -400 mV (vs Ag/AgCl).*®

Foguel e colaboradores (2011)* descrevem o desenvolvimento de um
imunosensor amperométrico para determinagdo da doenga de Chagas por meio de
um eletrodo de ouro obtido a partir de um disco compacto gravavel modificado com
4-metilmercapto-benzaldeido para a imobilizagdo da proteina Tc85 de T. Cruzi. Os
imunoensaios foram efetuados utilizando soros positivos e negativos de anticorpos
da doenca de Chagas e soros com imunoglobulina conjugado com a enzima
peroxidase. O imunosensor foi aplicado em amostras de soro.*” Depois de
devidamente tratada a superficie do eletrodo de ouro proveniente dos CD-R foram
incubados em uma solugdo de etanol contendo 4-(metilmercapto)-benzaldeido
(SBZA). O eletrodo foi novamente incubado em uma solugéo contendo proteinas
antigénicas da doenga. Este trabalho usou anticorpos marcados com HRP. A
aplicacdo do imunosensor em soros positivos e negativos para doenca de Chagas
foram realizadas usando a técnica de cronoamperometria, num potencial - 0,400 V
em 0,1 mol L ' solugdo de tampdo fosfato a PH 6,8,0, contendo o substrato e
mediador.**

Outro trabalho relata o desenvolvimento de um imunosensor amperométrico
para o diagnéstico da doenca de Chagas utilizando uma glicoproteina especifica que
pertence a familia Tc85-11 da proteina de T. Cruzi. Uma superficie de ouro screen-
printed foi funcionalizada com cistamina e depois ativada com glutaraldeido (GA),
que foi usado para formar ligacGes covalentes com o antigeno recombinante
purificado (Tc85-11). O antigeno reage com o anticorpo a partir do soro, e a reacao

foi monitorizada por afinidade, utilizando a microscopia de forca atébmica ou
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amperOmetria através de um anticorpo secundario marcado com HRP. As imagens
da superficie permitiram diferenciar as etapas de modificagdo e de interacao
antigeno-anticorpo distinguindo assim as reac¢des de afinidade. O imunosensor foi
aplicado a soros de pacientes chagésicos e pacientes com diferentes doengas

sistémicas. *°
1.3 METODOS DE CARACTERIZACAO DE FILMES FINOS
1.3.1 Espectroscopia de Absor¢do na Regido do UV-Vis.

A espectroscopia de absorcdo na regiao do UV-Vis compreende a faixa 200 a
760 nm. O espectro de UV-Vis é dado pela irradiacdo da luz UV e/ou visivel em
determinado comprimento de onda através em determinada amostra, ao passar por
ela, provoca excitacdo dos elétrons para um nivel de maior energia, 0
espectrofotdbmetro mede quanto dessa energia foi absorvida pela amostra e a
referencia no comprimento de onda especifico da absorcao, ou seja a amostra é
inserida no caminho éptico do aparelho, entdo a luz UV e/ou visivel passa pela
amostra e o aparelho mede quanto de luz foi absorvida pela amostra.*®

No caso de filmes finos a técnica pode ser usada para confirmar a presenga
de espécies de interesse e/ou monitorar o crescimento das camadas. ¥ Quando se
trata de um filme com muitas camadas pode-se observar o crescimento das
mesmas, ou seja, a cada camada depositada percebe-se um aumento na
absorbancia das bandas caracteristicas ao material usado, obedecendo assim a lei
de Beer que diz que a absorbancia é proporcional a concentracédo da amostra:

A=¢b.c (3)
Onde A é a absorbancia em unidades arbitrarias (u.a.), € € a absortividade
molar ou coeficiente de extincdo molar intrinseco de cada material, b é o caminho
optico percorrido pelo feixe de luz, e ¢ é a concentragdo do material de analise (mol

L_1).46
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As nanoparticulas metalicas apresentam uma banda na regidao do UV-Vis
denominada banda plasmon, que decorre da formagédo de momentos de dipolos pelo
carregamento da superficie. Isso ocorre, pois, alem da excitacdo dos elétrons
formadores da casca da nanoparticulas, outra interacdo com a radiacao
eletromagnética ocorre pelo fato de que em escala nanométrica o caminho livre dos
elétrons excede o raio da particula fazendo com que os elétrons possam ser
excitados pela luz visivel. Ocorre entdo uma oscilacao coletiva dos elétrons de
conducao em decorréncia da interacdo com a radiacao eletromagnética, formando
assim os momentos de dipolo pelo carregamento da superficie. Uma forga de
restauracdo nas nanoparticulas tenta compensar essa carga, resultando em um

comprimento de onda ressonante Unico, gerando a banda plasmon de superficie.*’

1.3.2 Caracterizacdo espectroscépica por FTIR (Fourier Transform Infrared
Espectrophotometer)

A radiacdo infravermelha corresponde a parte do espectro eletromagnético
que engloba a faixa de 400 a 4000 cm™. Muitos estudos utilizam-se desta técnica
para comprovar a existéncia e as interagdes entre as espécies constituintes do filme,
observando modificacdes (encurtamento, deslocamento) de bandas caracteristica
das substancias presentes no filme.*® Isso pode ser observado, pois os espectros de
infravermelho sdo provocados pelos diferentes modos de vibragao e rotacdo de uma

molécula.*®
1.3.3 Caracterizagdo Morfologica por Microscopia de Forga Atémica

Esta € uma técnica muito importante quando se pretende estudar a superficie
de um material sélido, pois pode permitir, em alguns casos, resolu¢cées em escala
nanométrica.

Os microscépios de forca atdbmica sdo compostos basicamente de uma
pequena ponta fixa a extremidade de uma haste flexivel (cantilever), registrando-se
as forcas de atracdo e repulsdo que esta sofre. Através de deflexdes sofridas na
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ponteira ocasionadas por forgcas de atracdo e/ou repulsdo entre a ponteira e 0
material, 0 equipamento traca um mapa morfoldgico da superficie a ser analisada.

O equipamento pode operar de dois modos: o contato e ndo contato. No
modo contato 0 equipamento gera forgas repulsivas devido a proximidade entre a
ponteira e a amostra. A ponta do equipamento mantém uma distancia da superficie
mantendo a forca de repulsdo na ordem de 10° a 10® N. J&4 no modo néo contato
surgem forcas atrativas entre a ponteira e o material analisado. Estas forcas séo
fracas, na ordem de 1072 N.%3

Esta técnica pode ser utilizada para estudo das superficies dos filmes
possibilitando a aquisicdo das seguintes informacdes: rugosidade, espessura dos

filmes, tamanho dos gréos, entre outras caracteristicas morfolégicas.*°
1.4 METODO DE POTENCIAL ZETA E DLS

Praticamente todos os materiais particulados adquirem carga elétrica em sua
superficie quando em contato com um liquido. Essa carga pode aparecer de varias
maneiras como na dissociagado de grupos ionogénicos na superficie da particula ou
na adsorcéo de ions presentes na solucéo a superficie da particula. A carga liquida
presente na superficie da particula afeta toda a distribuicdo de ions na sua
vizinhanga, formando assim uma dupla camada elétrica da particula com o liquido.>

Este potencial, o potencial zeta, pode ser medido experimentalmente sendo
um indicador util da carga superficial e pode ser usado para prever e controlar a
estabilidade de suspensdes ou emulsdes coloidais.

A avaliagdo do tamanho de particula pode ser realizada utilizando a técnica
de difracao a laser. Esse método parte do principio de que o angulo de difracdo do
laser é inversamente proporcional ao tamanho da particula por ele incidida, sendo
assim, o tamanho de particula é calculado com base na intensidade de luz recebida
pelo detector. Essa técnica é indicada para suspensoes, por permitir a recirculagdo
da amostra em frente ao feixe do laser, possuindo a vantagem de ser rapida e ter
boa reprodutibilidade.”’
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1.5 METODOS ELETROQUIMICOS

1.5.1 Voltametria Ciclica (VC)

Através da técnica Voltametria Ciclica de podem-se obter informagdes
qualitativas e quantitativas sobre as espécies quimicas como a termodinamica dos
processos redox, cinética das reacdes de transferéncia de elétrons e reacdes
qguimicas acopladas a processos adsortivos, que sdo representadas em uma curva
de corrente-potencial chamado de voltamograma, que consiste num grafico de
corrente em fungéo do potencial. '

Aplica-se primeiramente uma varredura linear no sentido direto até um valor
de potencial j&4 estabelecido, quando este ponto é atingido inverte-se o sentido da
varredura até o potencial inicial. Este ciclo pode-se repetir de acordo com o numero
de ciclos pré-determinados.

Os parametros que sdo analisados nesta técnica sdo os potenciais de
oxidagao (Epa) e redugéo (Epc), correntes de pico anddica (Ipa) e catddica (Ipc). A
corrente total € dada pela soma da corrente capacitiva com a corrente faradaica. A
corrente faradaica ocorre devido a reagédo no eletrodo e a capacitiva ocorre devido a
contribuicdo da carga da dupla camada elétrica. Quando as velocidades de
varredura sao elevadas, a corrente capacitiva deve ser subtraida de modo a obter
valores exatos das constantes de velocidade®

Quando ha adsor¢cédo no eletrodo os picos catédicos e anddicos crescem a
cada varredura, crescimento que € interrompido quando ha saturacdo na superficie
do eletrodo. Se o sistema for reversivel, isto é, se a quantidade de cargas envolvidas
nas varreduras catddicas e anddicas forem iguais, 0 crescimento ira ocorrer no
mesmo potencial, fornecendo um voltamograma que apresenta o0s picos nas
varreduras direta e inversa. Além do perfil do voltamograma outros parametros sao
observados em processos reversiveis:

a) Quando a corrente de pico varia linearmente com a raiz quadrada da

velocidade de varredura.
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b) A razao da corrente de pico anddico e catédico € igual a 1 (Ipa/lpc=1),
independente de v, desde que ndo haja variagdo no potencial de pico com a
velocidade de varredura de potencial.*®2

C) A diferenga de potencial entre o pico anddico e catédico AE (Epa —
Epc) deve ser igual a 59 mV dividido pelo numero de elétrons envolvidos no
processo (AE = 59 mV/n). 2

A técnica possibilita a avaliacdo dos processos de oxidacdo, reducgdao,
reversibilidade, mecanismos de reacdes redox, formacdo de intermediarios e
adsorcdo sobre eletrodos.>

Em processos irreversiveis a velocidade de transferéncia de elétron € menor
do que a velocidade de varredura, e as concentracdes das espécies oxidadas e
reduzidas nao estdo apenas em funcdo do potencial, considera-se assim o
coeficiente de carga (a). Os voltamogramas desse tipo de processo normalmente
apresentam apenas um dos picos, ou 0 anddico ou catodico, sendo que ha um

52

deslocamento com o aumento da velocidade de varredura dependendo de a

neste caso a equagao que descreve a corrente de pico (Ipc) € dada por:
Ipc = (2,99.10°) n (a n)"? ACy D, "2 v'*2 (4)

Além do pico reverso, 0s processos irreversiveis também seguem alguns
parametros como:

a) lpcav”

b)  Epc desloca -30mV/n por década de aumento de v *

c) |Ep-Eps2| = 48 mV/an

Ha também os processos quase reversiveis onde a corrente é controlada pela
etapa de transferéncia de massa e de carga. A equacdo de Nernst € apenas
aproximadamente satisfeita. Neste tipo de sistema a cinética de oxidacao e redugéo
da reacao deve ser considerada simultaneamente. Em conclusdo, na medida que
aumenta a velocidade de varredura aumenta a irreversibilidade, enquanto que ao
mesmo tempo ha uma diminuigao da corrente de pico relativa ao processo reversivel

e uma crescente separacao entre os picos anddicos e catddicos.

33



1.5.2 Espectroscopia de Impedéancia Eletroquimica

Esta técnica envolve a aplicacdo de uma perturbacao de potencial ou corrente
no sistema em que se esta trabalhando. Essa perturbacao é feita por meio de uma
aplicacdo de potencial continuo sobre o qual é imposto uma variagdo senoidal de
potencial com uma amplitude muito pequena, na ordem de milivolts, tornando
possivel a investigacdo de processos eletroquimicos préximos ao estado de
equilibrio. Pode-se também perturbar o sistema usando diferentes valores de
frequéncia, pois a onda de potencial assume um comportamento senoidal.>®

Em decorréncia do potencial senoidal aplicado ao sistema surge uma corrente
também de natureza senoidal. Monitorando-se o potencial aplicado e a corrente
pode-se obter a impedancia do sistema e o angulo de fase, ou a defasagem da
corrente em relagéo ao potencial aplicado.

A impedancia foi originalmente introduzida para descrever a resposta de
sistemas compostos por capacitancias, resisténcias e indutancias, estendeu-se aos
sistemas eletroquimicos, uma vez que inumeros processos podem contribuir para a
relacdo entre a corrente e o potencial do sistema. Portanto pode-se, partindo de
medidas da impedancia e angulo de fase, avaliar processos como transporte de
carga (incluindo estimativa de velocidade de transferéncia), condutividade de filmes,
capacitancia redox e de dupla camada, coeficientes de difusdo de portadores de
carga, entre outros.>*

Para obtencéo de informacdes a partir de dados de impedancia eletroquimica
faz-se uso de modelos matematicos ou circuitos equivalentes. A aplicagcdo de
circuitos equivalentes tem como fundamento as similaridades entre o
comportamento da célula eletroquimica. A Figura 6a mostra um circuito elétrico de
resistores, capacitores e indutores. Uma equivaléncia tipica entre um circuito

equivalente e um sistema eletroquimico é apresentada na Figura 6b.
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FIGURA 6: a) célula eletroanalitica tipica para uso em EIS: 1) Eletrodo auxiliar, 2) Eletrodo de
referencia, 3) Eletrodo de trabalho: b) diagrama esquematico de um circuito Randles
superimposto a interface eletrodo/eletrdlito. c) diagrama de Impedancia (diagrama de Nyquist)
referente ao circuito equivalente apresentado na figura, d) diagrama de Bode correspondente
ao diagrama de Nyquist apresentado. **
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A dupla camada elétrica é similar a um capacitor de placas paralelas, a
resisténcia a transferéncia de carga na interface eletrodo/ solugdo a um resistor. Isso
possibilita a associagdo em paralelo entre um resistor e um capacitor. Uma vez que
a corrente que passa na interface eletrodo/solucao é dirigida pelos ions em solugéo,
o efeito resistivo na solucdo sobre a migracdo dos ions é representado por uma
resisténcia Rw. Por outro lado, a introducédo de elementos capacitivos em um circuito
promove uma defasagem entre a corrente e o potencial. Desta forma, pode-se
representar comumente a impedancia em sistemas compostos por resistores e
capacitores sendo através de um diagrama de fases no qual a impedancia apresenta

uma componente real (resistiva) e imaginaria (capacitiva). >
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A partir dos dados de impedancia, o sistema pode ser modelado como um
circuito elétrico que contém capacitores, indutores e resistores, que representam
cada um dos fendmenos eletroquimicos que ocorrem na célula eletroquimica. Assim
pode-se, por exemplo, quantizar a resisténcia do eletrélito ou a capacitancia de

dupla camada presente junto ao eletrodo de trabalho.>*
2.0 OBJETIVOS

Visando contribuir para o desenvolvimento de métodos de diagndstico para
doencas infecciosas endémicas do Brasil, com métodos mais baratos, rapidos,
portateis e eficientes, o objetivo principal deste trabalho é a preparagdo de um
imunosensor para a deteccao da doenga de Chagas baseado nanoparticulas de
prata incorporadas a matrizes organica (PDDA) e inorganica (SiPy*CI).

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Sintetizar e caracterizar nanoparticulas de prata incorporadas a
matrizes organica (PDDA) e inorganica (SiPy*CI).

b) Preparar um eletrodo modificado por meio da imobilizacdo do anticorpo
relativo a essa doenca sobre um substrato de vidro condutor (ITO). Tal Imobilizagao
sera dada através da técnica LbL usando nanoparticulas de Prata incorporadas a
matriz SiPy*ClI intercalando com o polimero PVS, formando assim quantas camadas
forem necessérias, apdés a formacado das bicamadas sera imobilizado o antigeno, e
posteriormente uma camada de BSA. Investigar os processos de adsorcao dos
compostos estudados em filmes.

C) Caracterizar os filmes obtidos através de técnicas espectroscépicas,
eletroquimicas e morfoldgicas.

d) Estudar a potencialidade dos filmes obtidos como sensores
eletroquimicos para a doenca de Chagas, através de técnicas eletroquimicas.
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3.0 PARTE EXPERIMENTAL
3.1 REAGENTES UTILIZADOS

Todos os reagentes utilizados nos experimentos foram de pureza analitica
sem purificagdo prévia. O AgNOsz;, NaBH4, PDDA, PVS, BSA foram obtidos
comercialmente (Sigma-Aldrich).

As biomoléculas usadas neste trabalho (antigeno e anticorpo referente a
doenca de Chagas) foram adquiridos por meio de um KIT laboratorial para a
determinacao qualitativa e semi-quantitativa da doengca de Chagas (Gold Analisa
Diagnostica Ltda).

3.2 SINTESE DE NANOPARTICULAS DE PRATA

A sintese de nanoparticulas de prata foi realizada utilizando o polimero cloreto
de 3-n-propilpiridinio silsesquioxano (SiPy*Cl’) como nanoreator e estabilizante e
também com o poli (cloreto de dialidimetilaménio) (PDDA). O hibrido da
nanoparticula metdlica com o SiPy*"Cl ou PDDA foi obtido via redugédo quimica do
nitrato de Prata (AgNO3) usado como o fornecedor de prata. Borohidreto de sédio
(NABH,) foi usado como agente redutor, a reacao foi mantida sob agitacdo durante 1
hora. A concentragdo de SiPy*Cl usada em todas as reagdes foide 3mgmL" e 4
mg mL™", quando o nanoreator utilizado foi o PDDA. Variou-se as concentracdes de
prata em 2 e 5% em relagdo a quantidade de estabilizante usada (m/m), a
concentracao de redutor variou de 10 e 100% em relacdo a concentracao de prata
usada (m/m). As solugées foram preparadas com agua destilada.

3.3 MEDIDAS DE POTENCIAL ZETA EDLS
As medidas de potencial zeta e distribuicdo de tamanho de particulas para

todas as condi¢des de sintese das suspensdes de nanoparticulas foram realizadas
no IFSC/USP de Sao Carlos no equipamento Zetatrac, da marca Micro Trac.
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3.4 CONSTRUCAO DE FILMES FINOS PELA TECNICA LbL

Para a construcdao dos filmes foram usadas nanoparticulas de prata
incorporadas ao polimero SiPy*Cl" como polication e PVS como polianion, formando
assim uma bicamada. As concentragdes usadas para o crescimento dos filmes
foram 3 mg mL™ para o PVS e para a suspensdo de nanoparticulas a concentragdo
usada foi de 3mgmL™ SiPy*CI’, 2% Ag e 10% redutor.

Usou-se como substrato placas de vidro recoberto por uma fina camada
de 6xido de indio dopado com estanho (ITO).

Os tempos de imersdo no polidnion e polication foram de 1, 2, 3, 5 e 10
minutos, sendo o crescimento dos filmes acompanhados por meio da técnica de
espectrometria UV-Vis. Foram estudados filmes com até 12 bicamadas. O
procedimento de crescimento dos filmes seguiu as etapas descritas abaixo:

a) Imersdo do substrato devidamente limpo na solugdo de PVS num tempo
determinado.
) Imersao desse substrato em agua destilada por um tempo determinado.
) Secagem do substrato.
d) Imersao na suspensao de nanoparticulas por um tempo determinado.
) Imersdo em agua destilada.
f) Secagem do substrato.

3.5 ADSORCAO DO ANTIGENO E ANTICORPO SOBRE OS FILMES FINOS

Nos filmes de 2 e 4 bicamadas de PVS/Ag-SiPy*Cl foi adicionado uma
camada de proteina antigénica referente a doenca de Chagas. Essa proteina estava
presente em uma suspensao de hemacias proveniente do KIT laboratorial ANALISA
para a doenca de Chagas e foi usada com diluicao 1:10 em tampao PBS PH 6,8.

Foi estudado o tempo de imerséao dos filmes (PVS/Ag-SiPy*Cl’), e (PVS/Ag-
SiPy*Cl')4 variando o tempo de imersdo dos mesmos na suspensdao de hemacias
contendo o antigeno em 15, 30 e 45 minutos, os filmes foram entdo secos ao ar e
posteriormente imersos por 5 minutos em tampao PBS pH 6,8 e novamente secos

ao ar.
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Estudou-se também o tempo de imersdo na solugdo de BSA (10%). Dois
filmes (PVS/Ag-SiPy*Cl), foram imersos por 15 minutos na solugdo contendo o
antigeno, secos ao ar, posteriormente imersos por 5 minutos no tampao PBS pH 6,8,
e novamente secos ao ar. Apds esta etapa um dos filmes foi imerso por 15 minutos
outro por 30 minutos na solugao de BSA, posteriormente os filmes foram secos ao ar
e entdo imersos em tampao PBS pH 6,8 por 5 minutos e finalmente foram secos ao
ar.

A formacdo do imunocomplexo entre o antigeno (AG) (adsorvido sob as
bicamadas de PVS/Ag-SiPy*CI" no filme) e o anticorpo (AB) (presente numa amostra
de soro positiva para a doenca de Chagas proveniente do KIT, diluida 1:10 em
tampao PBS pH 6,8) foi realizada através da incubacéo do filme (PVS/Ag-SiPy*Cl )4
na suspensao de hemacias contendo o antigeno por 15 minutos, seco ao ar, imerso
em tampdo PBS por 5 minutos, seco ao ar, imerso em BSA 10% por 15 minutos,
imerso em tamp&o PBS por 5 minutos, e finalmente seco ao ar, formando assim a
conformagao do sensor (PVS/Ag-SiPy*Cl)+/AG/BSA. Este filme foi entdo imerso na
amostra de soro positiva (contendo AB da doenca de Chagas) durante 15, 30 e 45
minutos, a fim de estudar o melhor tempo de imersdo na solugéo contendo o AB, o
filme foi entdo imerso em tampao PBS pH 6,8 para retirar o excesso de AB que néo
ligou-se a superficie do eletrodo modificado formando o imunocomplexo com o AG,
durante 5 minutos.

O tempo de imersdo no tampao PBS apds a formacédo do imunocomplexo
também foi estudada, O filme (PVS/Ag-SiPy'Cl)s/AG/BSA, descrito no paragrafo
anterior foi incubado na amostra de soro positiva durante 15 minutos, seco ao ar, e
posteriormente imerso em tampéao PBS pH 6,8 por 5 minutos, repetindo o processo
de lavagem no tampao por 3 vezes para estudar o efeito do tampao na estabilidade
do imunocomplexo formado.

Realizou-se teste com o eletrodo modificado em soro negativo da doenca de
Chagas provenientes dos KITs ANALISA, deixando o eletrodo (PVS/Ag-SiPy*Cl
)a/AG/BSA imerso por 15 minutos na solugédo soro negativo, posteriormente o filme
foi seco ao ar, e imerso em tampao PBS por 5 minutos. A Figura 7 representa
esquematicamente a modificacdo do eletrodo.
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Fez-se um teste de diluicbes das amostras contendo o AB da doenca de
Chagas. A solugcédo de soro sanguinea positiva (contendo o AB da doenca de
Chagas), foi diluida em tampao PBS pH 6,8 nas seguintes propor¢des 1:5, 1:10,
1:20, 1:40. Os filmes (PVS/Ag-SiPy*Cl)4/AG/BSA foram entdo imersos
separadamente nas amostras de AB diluidas por 15 minutos, secos ao ar, imersos
em tampao PBS por 5 minutos (3x) , e finalmente secos ao ar.

A Figura 7 ilustra esquematicamente a conformacao do filme coma interacéo

entre as biomoléculas.

FIGURA 7: Esquema da modificacao da superficie do eletrodo.
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Essas modificagbes foram acompanhadas através da técnica de
Espectroscopia de Impedancia Eletroquimica, observando apenas a alteracao na
resistividade do eletrodo.

3.6 CARACTERIZACAO ESPECTROSCOPICA NA REGIAO DO UV-Vis

Além de caracterizar a suspensao de nanoparticulas, esta técnica foi utilizada
para monitorar o processo de deposicdo das bicamadas sobre a superficie do

substrato. Utilizou-se um espectrofotdmetro VARIAN modelo Cary 50, de feixe
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simples,sendo operado no modo absorbancia. O monitoramento foi analisado para
os filmes na configuracdo PVS/Ag-SiPy*ClI’, a partir da segunda bicamada.

3.7 CARACTERIZACAO ESPECTROSCOPICA NA REGIAO DO FTIR

Foram realizadas medidas de espectroscopia na regido do infravermelho dos
polieletrélitos SiPy*Cl', do hibrido Ag-SiPy*Cl" e PVS, bem como da interacdo entre
o hibrido e o PVS formando um filme com 30 bicamadas, pela técnica LbL.

O espectro de FTIR do polication SiPy*Cl foi realizado em pastilha de KBr.
Para o hibrido Ag-SiPy*Cl" e PVS fez-se filmes casting, sob substratos de silicio.
Para o filme LbL com 30 bicamadas entre o PVS e Ag-SiPy"Cl usou-se um
substrato de silicio. Todos os espectros foram obtidos em um espectrofotdmetro da
série Excalibur BIORAD, FTS-4000, equipado com o acessorio de refletancia difusa
na regido entre 7000 e 400cm™, sendo acumuladas 128 varreduras.

3.8 ANALISE MORFOLODICA DOS FILMES POR AFM

A fim de investigar a morfologia das superficies dos filmes finos automontados
em diferentes estagios de deposicdo foram realizadas medidas de AFM da
superficie dos filmes contendo 0, 1, 5, 10, 15 e 20 bicamadas de (PVS/Ag-SiPy*CI)4
sob o ITO.

O equipamento utilizado foi um microscépio marca SHIMADZU, modelo SPM
9600 do Complexo de Laboratérios Multiusuérios da UEPG (CLABMU). As imagens
foram obtidas pelo modo nao contato.

3.9 MEDIDAS ELETROQUIMICAS

As medidas eletroquimicas foram realizadas utilizando-se uma cela
eletroquimica (capacidade 10 mL) contendo trés eletrodos: eletrodo de trabalho
(filmes obtidos pela técnica LbL), eletrodo de referencia (Ag/AgCl), e um contra
eletrodo de  platina. Tais medidas  foram realizadas em um

potenciostato/galvanostato PalmSens e Micro-Autolab |l conectado a um
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microcomputador para aquisicao de dados. As medidas de determinagédo da doenca
foram realizadas apds a formagdo do complexo antigeno-anticorpo, que se dara pela
imersao do sensor numa solugédo contendo o anticorpo da doencga por um periodo de
tempo que para que possa ocorrer a reacao entre o antigeno (AG, presente no filme)
e o anticorpo (AC, presente na solugao).

Para os estudos de impedancia eletroquimica foi necessario realizar um
estudo prévio das impedancias dos ITOs antes de cada estudo, pois eles
apresentam resistividades a transferéncia de carga muito diferentes entre si, para
isso realizou-se a leitura de impedancia eletroquimica de varios ITOs limpos, numa
cela eletroquimica (capacidade 10 mL) contendo trés eletrodos: eletrodo de trabalho
(ITOs limpos), eletrodo de referencia (Ag/AgCl), e um contra eletrodo de platina, com
eletrélito de suporte tampdo PBS pH 6,8 com Fe'/Fe" 0,1 mol L, selecionando

assim ITOs com o valor maximo de impedancia de 50 Q de diferenca entre si.
4.0 RESULTADOS E DISCUSSAO.
4.1  SINTESE E CARACTERIZACAO DE NANOPARTICULAS DE PRATA.

Foram feitas sinteses de nanoparticulas de prata usando o SiPy*Cl" e PDDA
como estabilizantes, AQNO3; como sal provedor de prata e NaBH, como agente
redutor. As concentragdes de SiPy*Cl" e PDDA usadas em cada sintese foram 3 mg
mL" e 4 mg mL" respectivamente. As concentragdes de prata usadas foram de 2 e
5% referente a quantidade de estabilizante usada (m/m), as concentragdes de
agente redutor usadas nas sinteses variaram de 10 e 100% em relacdo a
quantidade de prata (m/m). As suspensdes foram mantidas sob agitacdo durante
uma hora. Apds a agitacao foram feitas leituras de UV-Vis para cada condi¢do de
sintese, como ilustra as Figuras 8a e 8b.
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FIGURA 8: Sobreposicdo dos espectros de UV-Vis de a) solucdo de SiPy*CI' 3 mg mL", NaBH,
e AgNOs. b) Sobreposicdo das condicées de sintese usando como estabilizante o SiPy*CI' 3
mg mL".
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FONTE: O autor

A caracterizacdo dos compostos isolados indicou que o SiPy*Cl" e AgNO3
apresenta bandas caracteristicas na regiao do UV-Vis, nota-se a banda do SiPy*CI,
préxima a 298 nm ¢é atribuida a transigdo dos elétrons - * do anel piridinio.®* A
Figura 8b ilustra os espectros de UV-Vis para as sinteses realizadas usando o
SiPy*Cl" como estabilizante, variando as concentragées de prata e redutor usadas.
Pode-se obervar que a banda em 298 nm, atribuida a transi¢gdo dos elétrons - m*
do anel piridineo do SiPy*Cl, mantém-se ao término da reacdo, indicando que o
SiPy*Cl" ndo sofreu alteragbes durante a sintese, observa-se porém que ha o
surgimento de uma banda plasmon de nanoparticulas de prata proxima a 400 nm.*®
Nota-se que a sintese com 2% de prata e 10% redutor apresentou o pico da banda
mais intenso, enquanto que para as demais, com Ag 2% e NaBH4 100% ou Ag 5% e
NaBH4 10%, apresentou picos mais largos e nao tao intensos. A largura da banda de
adsorcao esta relacionada com a dispersao das particulas e 0 maximo de adsorgcao
relaciona-se com o tamanho médio das particulas.®® Nota-se também um
deslocamento da banda de adsor¢cdo das nanoparticulas em relacdo as condi¢des
de sintese realizada, de 406 nm para a sintese com Ag 2% e NaBH4 10 % para 415

nm para a sintese com Ag 2% e NaBH4 100% e 415 nm para a sintese com Ag 5% e
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NaBH4 10%, o que indica a dependéncia das condi¢des de sintese para o tamanho e
dispersado das nanoparticulas de prata na suspensao.
Os espectros de UV-Vis, ilustrados nas Figuras 9a e 9b, para as sintese com

o PDDA, apresentaram resultados semelhantes as sinteses realizadas com o
SiPy*Cl como estabilizante.

FIGURA 9: Sobreposicdo dos espectros de UV-Vis de a) PDDA 4 mg mL", NaBH, e AgNO..
b)Sobreposicao das condigdes de sintese usando como estabilizante o PDDA 4 mg mL™.
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FONTE: O autor.

Nota-se na caracterizacdo dos compostos isolados que nenhum dos
reagentes usados nas sinteses de nanoparticulas de prata apresenta bandas
caracteristicas na regidao do UV-Vis, com excecdao do AgNQO3, como ilustra a Figura
9a, porém, ap6s o término das sinteses notou-se o surgimento de uma banda
préxima a 400 nm, referente a banda plasmon de nanoparticulas de prata. Para as
sinteses realizadas com Ag 2% observou-se pouca variagdo na intensidade, largura
e deslocamento do pico de absorcao (400nm e 403 nm), porém para a sintese com
5% de prata notou-se um pico mais largo e com deslocamento para 413 nm. Ambos
os resultados, com o uso do SiPy"ClI' e PDDA nas mais diversas condigbes de
sintese, foram posteriormente relacionados com o tamanho e distribuicdo das
particulas na suspensao.

Todas as condicoes de sintese, tanto as realizadas com o estabilizante

SiPy*ClI" como com o PDDA, foram submetidas a medidas de potencial zeta e
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distribuicdo de tamanho de particula, os resultados podem ser visualizados na
Tabela 1:

Tabela 1: Distribuicdo de Tamanho de Particula de prata para as diferentes concentragdes de Ag e
NaBH, usadas nas sinteses com os estabilizantes SiPy*Cl e PDDA usados.

Nanoreator Ag/ Potencial Tamanho de Banda de

NaBH, Zeta (mV) Particula (nm) Absorcao UV-Vis

(%/%) (nm)

SiPy*CI 2-10 16,97 18-25 406

SiPy*CI 2-100 24,35 30-40 415

SiPy*CI 5-10 47,64 225 415

PDDA 2-10 0,610 25-35 400

PDDA 2-100 31,54 150 403

PDDA 5-10 492 140-160 413

Nota-se que quando a concentracdo de Ag usada nas sinteses foi de 5%, as
particulas sintetizadas foram maiores para os dois estabilizantes usados, ou seja, 0s
resultados para as sinteses onde a concentragdo de prata foi de 5% as particulas
mantiveram-se acima de 100 nm (225 nm e 140-160 nm para o SiPy*Cl' e PDDA
respectivamente). Isso pode ocorrer devido ao aumento na probabilidade de
aglomeracao das particulas, pois a concentracao de Ag nessas condi¢gées é maior, 0
que favorece a nucleagcdo e o crescimento das particulas. Uma vez que a
concentragdo de prata € maior, ha o aumento na probabilidade de choques e
colisbes entre as mesmas, proporcionando o crescimento das particulas em
suspensao. Quando a concentracdo do NaBH4 foi 10% e a concentracao da Ag foi
mantida em 2% e o estabilizante usado foi o SiPy*Cl’, houve formacao de particulas
menores, entre 18 e 25 nm. O uso do PDDA como estabilizante nao foi eficiente
guando comparado ao uso do SiPy*Cl, pois em todos os casos onde as condicdoes
de reacdo eram as mesmas, ou seja, nas mesmas concentracdes de NaBH, e Ag, os
tamanhos de particula foram maiores com o uso do PDDA, indicando que o SiPy*CI
atua de forma mais efetiva para a sintese de nanoparticulas de Ag, obtendo-se

nanoparticulas com menores tamanhos. Isso pode ocorrer por que o SiPy*Cl
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interage com nanoparticulas de Ag alterando sua estrutura e formando “gaiolas”
onde as nanoparticulas tornam-se estaveis na suspensdo, evitando assim a
nucleagcdo e crescimento das mesmas®, uma vez que particulas em tamanho
nanométrico possuem alta energia superficial e tendem a aglomeracdo se nao
estiverem na presenca de uma substancia que diminua essa energia superficial, o
PDDA engloba as particulas formadas durante a reducdo do sal “*°, minimizando
essa alta energia superficial das nanoparticulas, porém com tamanho de formacao
dessas particulas maiores em relagdo ao SiPy*Cl. Em relagcdo as condigbes de
sintese com o uso do SiPy*Cl nota-se que nas concentracoes de Ag 2% e NaBH,
10% houve a formacgdo de particulas com tamanhos menores, resultados que
comparados com os espectros de UV-Vis para o uso do SiPy*Cl" entram em
concordancia, pois nessas condi¢cdes, 0 pico de absorgdo do espectro de UV-Vis
para a banda plasmon de nanoparticulas de Ag foi mais intenso e definido, indicando
que ha uma menor distribuicdo de particulas em solucao, e também ha a formacao
de particulas menores.>®

Em relacdo a variagdo da concentragdo do NaBH4 nota-se que o aumento na
concentragao leva a formagédo de particulas maiores quando compara-se sinteses
onde o estabilizante e a concentracdo de Ag € a mesma. Isso pode ocorrer devido
ao fato de que a maior concentracdo do agente redutor favorece a aceleracado do
processo de redugdo, com isso a concentragdo de Ag reduzida é maior em um
menor tempo o que favorece o choque entre muitas moléculas de Ag e assim as
nanoparticulas acabam apresentando tamanhos maiores.

Em relacdo aos valores do potencial zeta nota-se que o aumento na
concentragao de prata leva a formagao de nanoparticulas com potenciais maiores, o
que pode indicar suspensdes mais estaveis. Com relagdo a concentragéo de redutor
notou-se que, tanto com o uso do SiPy"ClI" como do PPDA, o aumento na
concentracao do redutor levou a um pequeno aumento no valor do potencial zeta.
Como nanoparticulas de Ag assumem carga parcial negativa em meio aquoso a
adicao de cargas positivas leva a um aumento no potencial zeta, nesses casos 0
aumento no valor do potencial zeta pode ser entendido pelo fato de que ocorre uma
saturacdo dos sitios ativos do SiPy"Cl e do PDDA referentes a formacdo das

nanoparticulas.
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Considerando os fatores discutidos acima optou-se em seguir 0s proximos
estudos com o uso da condicdo de sintese SiPy*Cl" 3 mg mL", Ag 2% e NaBH,
10%.

4.2 ESTUDO CINETICO: CRESCIMENTO DE FILMES LbL.

Como discutido no capitulo anterior, o SiPy"CI" mostrou-se um melhor
nanoreator para as formacao de nanoparticulas de prata, favorecendo a formacgéao
de particulas menores, o estudo de crescimento de filmes pela técnica LbL foi
realizado usando a suspensdo de SiPy*Cl' 3 mg mL™, 2% de Ag e 10% de NaBH, e
como polianion foi usado o PVS.

A técnica LbL consiste numa interagdo eletrostatica entre duas substancias
com cargas contrdrias. A técnica se da pela imersdo de um substrato sdlido,
carregado por exemplo, negativamente, em uma solucao catibnica, de maneira que
uma camada do polication adsorva na superficie do substrato. Em seguida, o
substrato € imerso na solugao anibnica, promovendo a adsor¢do do polianion na
camada previamente adsorvida de polication (ou vice-versa). Obtém-se assim uma
bicamada. A repeticdo do processo permite a fabricacdo de filmes compostos por
quantas camadas forem desejadas.

Neste estudo, procurou-se verificar o tempo ideal de imersdo do substrato
buscando a maior adsorcdo de cada substancia usada. Para isso fez-se testes
usando um substrato de quartzo, a suspenséo acima citada e uma solucéo de PVS 3
mg mL", considerando que cada polieletrdlito contribui com uma carga no processo
de adsorcao, usou-se concentracdes iguais das solugdes de polication e polianion. A
espectroscopia de UV-vis foi utilizada para monitorar o aumento no numero de
bicamadas de filmes automontados, pois a absorbancia aumenta na medida em que
as bicamadas se adsorvem na superficie do substrato. Fez-se o crescimento de
varios filmes variando o tempo de imersdo em cada solucao, os tempos estudados
foramde 1, 2, 3, 5 e 10 minutos.

Os espectros de UV-Vis para cada filme com tempos diferentes apresentaram
0 mesmo comportamento, 0 aumento do numero de bicamadas levou a um aumento

na absorbancia, como mostra a Figura 10a, comprovando que ocorreu adsor¢cao dos
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polieletrélitos a cada bicamada, este comportamento, foi 0 mesmo para os filmes
construidos com outros tempos de imersdo, pois o aumento no numero de
bicamadas levou ao aumento na absorbancia, comprovando a formagdo de cada
bicamada.

FIGURA 10: Espectro de UV-Vis para o filme (a) 20 bicamadas da suspenséo de SiPy*'Cl" e
AgNPs com o polidnion PVS, com tempo de imersao de 2 minutos em cada polieletrolito, (b)
relacdo dos picos com o numero de bicamadas, em 260 nm referente ao SiPy*CI" (linha
vermelha) e em 418 nm referente ao pico da banda plasmon de nanoparticulas de prata (linha
preta).
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FONTE: O autor.

De acordo com a Figura 10b nota-se que a relacdo entre o numero de
bicamadas e a absorbancia, tanto no pico em 260 e 418 nm referentes as bandas de
absorcdo do SiPy'Cl" e AgNPs respectivamente, é linear com coeficiente de
correlagcdo em torno (R) de 0,99, nota-se também que as retas apresentam
coeficientes angulares diferentes, na reta vermelha, referente ao pico de absorcao
do SiPy*ClI, o coeficiente angular é maior que o da reta preta, referente ao pico de
absorcao das nanoparticulas. Isso pode ocorrer, pois a absortividade do SiPy*Cl" e
o coeficiente de extingdo molar das AgNPs s&o diferentes, o que leva a uma
absorbancia dessas substancias com intensidades diferentes, pois estes valores sao
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proporcionais a absorbancia, e caracteristicos/diferentes para diferentes
substancias.

Os tempos de imersao estudados foram de 1, 2, 3, 5 e 10 minutos em cada
polieletrélito com vérias bicamadas cada um, ou seja, foi construido um filme com
tempo de imersao de 1 minuto, outro com tempo de imersdo de 2 minutos e assim
por diante, fez-se a leitura da absorg¢do no UV-Vis a cada 2 bicamadas, como esta
apresentado na Figura 11.

Pode-se perceber com este estudo que um minuto ja é o suficiente para que o
maximo de cada polieletrdlito seja adsorvido a cada bicamada, pois com tempos
maiores as absorbancias foram relativamente as mesmas (Figuraiib), ou seja,
acima de 1 minutos a quantidade de amostra que se adsorve na superficie do filme é

a mesma a cada bicamada,

FIGURA 11: Estudo comparativo do Tempo de imersdo e aumento no numero de bicamada
entre o PVS e Suspensiao de Ag-SiPy*CI’, (a) para filmes com 12 bicamadas com tempos de
imersao de 1, 2, 3, 5 e 10 minutos e (b) média das medidas absorbancias dos filmes de 12
bicamadas com variacdao no tempo de imersao de 1, 2, 3, 5 e 10 minutos.
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FONTE: O autor.
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4.3  CARACTERIZACAO DO SiPy*CI POR FTIR.

A Figura 12 ilustra o espectro na regido do infravermelho para um filme
casting do SiPy*Cl. Observa-se duas bandas intensas e largas no intervalo de
nimeros de onda em 1092 cm™ e em 1113 cm™ relacionadas com o estiramento
simétrico e assimétrico do grupo Si-O-Si, sendo que a primeira (em 1092 cm™) esta
relacionada com a rede de vibragdo Si-O-Si e a segunda (em 1113 cm™) é atribuida
a estrutura de gaiola de Si-O-Si. 3 °% %" H4 também outras bandas proximas a 791 e
445 cm™ que sdo atribuidas ao modo de deformagdo do grupo Si-O-Si. H4 ainda
bandas vibracionais caracteristicas do anel piridinio em 1624 e 1489 cm™ cujos

valores sdo similares aos apresentados na literatura *®

FIGURA 12:Espectro de FTIR do polication SiPy*CIl" em pastilha de KBr.
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FONTE: O autor
Outra banda préxima a regido de numero de onda de 990 cm™ é atribuida aos

diferentes modos de vibracdo, com uma grande contribuicdo de bandas relacionadas
com a deformac&o angular do grupo Si-C-H e o estiramento da ligacdo Si-C.*’
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4.4 CARACTERIZACAO DOS FILMES POR FTIR

A Figura 13 ilustra os espectros de FTIR para o filme automontado (PVS/Ag-
SiPy*Cl’)30, bem como os filmes casting do hibrido Ag-SiPy*Cl e do PVS.

FIGURA 13: Espectros de FTIR de filmes casting do Ag-SiPy*CI" (verde) e PVS (vermelho), bem
como do filme LbL com 30 bicamadas de (PVS/Ag-SiPy*CI") (preto).
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FONTE: O autor

Nota-se as bandas caracteristicas préximas a 1208 cm” e 1080 cm™
referentes as transicdes assimétricas do grupo S=0 e S=S, respectivamente do
PVS, bem como a banda larga e intensa préxima a 1063 cm” e 1112 cm™
referentes ao estiramento simétrico e assimétrico dos grupos Si-O-Si do hibrido
SiPy*ClI.3%>

Observa-se que ha a sobreposicdo dessas bandas, com deslocamento na
intensidade de ambas no espectro do filme contendo 30 bicamadas desses
polieletrdlitos, mostrando assim que ocorre a interagdo entre essas substéancias
através da técnica LbL.

Nota-se que a incorporagdo das AgNPs a estrutura do SiPy*Cl induz a uma
forte diminuicdo na intensidade de adsor¢do das banda na regido de 990 cm™ e
1113 cm™, observada na Figura 12, porém na Figura 13 as respectivas bandas nao
aparecem com tanta intensidade.’**® Pode-se concluir que a incorporacdo de
AgNPs provoca um impedimento nos modos vibracionais do SiPy*Cl’, conforme

observado em outros estudos, como a incorporacao de nanoparticulas de platina ao
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SiPy*CI.® O fato da estrutura de gaiola estar impedido de apresentar vibracdo (em
1113 cm™) apds a adicdo das AgNPs indica que as NPs estdo préximas a esta

estrutura, impedindo-a de vibrar.*
45 ANALISE MORFOLOGICA POR AFM

Os filmes automontados produzidos com diferentes numeros de bicamadas
de (PVS/Ag-SiPy*Cl) foram submetidos a analise de AFM e estas medigbes
produziram os valores de espessura apresentados na Tabela 2. Esperava-se que a
espessura do filme LbL com apenas uma bicamada fosse maior do que o obtido
para a superficie limpa ITO, mas isso ndo ocorreu. O fato pode ser explicado por
que a primeira camada preenche a depressao presente na superficie do préprio ITO,
demonstrando assim a possibilidade desses materiais sobre o substrato ITO. Depois
da primeira bicamada a espessura do filme aumenta rapidamente até atingir
(PVS/Ag-SiPy*Cl)2, 0 mesmo comportamento pode ser observado em relacdo a
rugosidade do dos filmes obtidos, comprovando que os polieletrdlitos usados séo
eficientes na formacao de filmes por meio da técnica LbL. Este resultado entra em
concordancia ao comportamento observado por meio das andlises de crescimento

de filmes realizado pela técnica de UV-visivel.

Tabela 2: Espessura dos filmes automontados (PVS/Ag-SiPy*Cl ), obtidos com diferentes niimeros
de camadas, 1 um? e por 5 pm?

] ) Espessura/Rugosidadeem1 Espessura/Rugosidade
Numero de Bicamadas

pm? (nm) em 5 pm?(nm)
0 9,93/0,96 16,08 /1,56
1 4,00/1,73 13,25/3,13
5 17,45/ 3,57 20,34 / 4,59
10 35,04 /5,57 41,20/ 6,65
15 90,49/12,29 169,12 / 24,89
20 107,28 / 16,07 260,44 / 35,03

Espessura por
Bicamada

4,98

9,88
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4.6  CARACTERIZACAO VOLTAMETRICA
4.6.1 Nanoparticulas de prata

Os Voltamogramas ciclicos dos filmes casting SiPy*Cl" e do Hibrido de Ag-
SiPy*CI" depositados sobre um substrato ITO foram realizados em &cido nitrico 0,1

mol/L, vs Ag/AgCl sao representados na Figura 14.

FIGURA 14: Voltamogramas ciclicos para branco (ITO), filme casting SiPy*Cl sob o ITO e filme
casting Ag-SiPy*CI". Figura inserida: Voltamogramas ciclicos para branco (ITO), filme casting
SiPy*CI sob o ITO. Eletrélito de suporte HNO; 0,01mol L™, v= 30 mV s™, vs Ag/AgCl
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FONTE: O autor.

Inicialmente verificou-se no voltamograma ciclico do substrato ITO sem
modificacdo que n&o se ha nenhum processo redox nessas condi¢cdes. Notou-se o
mesmo comportamento quando o SiPy*Cl foi depositado sob o ITO, apenas com o
aumento na corrente capacitiva, como € ilustrado na Figura 14. Quando se fez a
varredura do filme casting do hibrido Ag-SiPy*Cl" notou-se o surgimento do pico de
oxidacao em 0,27 V, referente a oxidagdo das nanoparticulas de Ag. Segundo

Crespilho et. al. (2009) nanoparticulas de prata estabilizadas em polianilina e
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depositadas no ITO apresentam, em meio de acido sulfurico um pico de oxidacao da
Ag para em 0,28 V vs. Ag/AgCl.%°

4.6.2 Caracterizacao dos filmes LbL

Considerando que os estudos de deteccdo da doenca de chagas foram
realizados em amostras bioldgicas usou-se o tampéao fosfato (PBS) pH 6,8 como
eletrélito de suporte com a presenca do par redox Fe'/Fe" 0,1 mol L' como
molécula sonda tanto para os estudos de caracterizagdo voltamétrica dos filmes LbL
bem como para os estudos de impedancia eletroquimica. O uso do par redox se da
pela necessidade de uma molécula sonda, uma vez que os polieletrélitos usados na
construcdo dos filmes apresentam apenas voltamogramas ciclicos sem a corrente
faradaica, apenas ha a corrente capacitiva e O imunocomplexo formado entre 0 AG
e AB néo é eletroativo.O uso do par redox proporciona a observagao das variagdes
na corrente e/ou nos potenciais através do pico de oxi-reduc¢ao do par redox usado.

A figura 15 ilustra o voltamograma ciclico para diferentes nimeros de
bicamadas do filme (PVS/Ag-SiPy*CI’).

FIGURA 15: Voltamogramas ciclicos do eletrodo com varias camadas (PVS/Ag-SiPy*CI’), sobre
ITO (n = diferentes numeros de bicamadas), (a) n=0, (b) n=1, (c) n=2, (d) n=3, (e) n=4, (f) n=5, (g)
n=6, na presenca de Fe"/Fe" 0,1mol L™, em tampao PBS pH 6,8, v=30 mV s™, vs Ag/AgCl.

E(V)

FONTE: O autor.
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Inicialmente observou-se no voltamograma ciclico do ITO sem modificagao
um processo redox reversivel atribuido ao par redox Fe'/Fe', com Ea e Ey em 0,31
e 0,15 V, respectivamente e lpa € l,c em 495 e -485 pA. Observando os
voltamogramas ciclicos para os filmes automontados (PVS/Ag-SiPy*Cl),, nota-se
que os filmes com 1 e 2 bicamadas apresentaram uma resposta eletroquimica
proxima a do ITO sem modificagdo, ou seja, os picos de corrente sdo definidos e
intensos (459 e -496 pA, para n=1 e 450 e -512 pA para n=2), com potenciais de
oxidacao e redugdo em 0,3 e 0,15V (n=1), € 0,3 € 0,15 V (n=2) respectivamente.

Para os voltamogramas obtidos com maiores numeros de bicamadas (3 a 6
bicamadas) ha uma diminuicdo abrupta na intensidade das correntes de picos de
oxidacao e reducao do par redox, o que demonstra que filmes com maior nimero de
bicamadas s&o mais resistivos a passagem de corrente. Observou-se também que a
diminuicdo da intensidade dos picos € mais pronunciada a cada duas bicamadas.
Nos filmes com 5 e 6 bicamadas nota-se um processo redox quasi-reversivel pois ha
comportamento faradaico pouco pronunciado, demonstrando a formagao de um
filme resistivo a passagem de corrente sob a superficie do ITO.

A partir da caracterizacdo dos filmes obtidos, iniciou-se o estudo do
comportamento deste como um imunosensor para a deteccao da Doenca de
Chagas. Optou-se em seguir o estudo com as biomoléculas apenas com os filmes
(PVS/Ag-SiPy*Cl’) contendo 2 e 4 bicamadas. A escolha do filme (PVS/Ag-SiPy*CI’),
deve-se a melhor resposta para o processo redox da molécula sonda. Por outro
lado, apesar do filme com 4 bicamadas nao apresentar boa resposta eletroquimica,
estudou-se este filme para efeitos de comparagao.

4.6.3 Interacdo com AG e AB
Para o estudo da interacdo das bicamadas com as biomoléculas usadas na
detecgcédo da Doencga de Chagas em amostras de soro sanguineas, os filmes com 2 e

4 bicamadas foram imersos por 15 minutos nas biomoléculas, para a incubacao,

conforme procedimento descrito no capitulo 3.5.
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FIGURA 16: Voltamogramas ciclicos para (a) filmes (PVS/Ag-SiPy*CI’),, com as biomoléculas
BSA, AG, AB e (b) (PVS/Ag-SiPy*Cl’),, com as biomoléculas BSA, AG, AB. Eletroélito de suporte
PBS pH 6,8 Fe"/Fe" 0,1mol/L, v=30 mV s™, vs Ag/AgClI.
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FONTE: O autor.

A Figura 16a ilustra os voltamogramas ciclicos para filmes com duas
bicamadas (PVS/Ag-SiPy*Cl) na presenga de antigeno e BSA e na presenca de
antigeno, BSA e anticorpo para a formacao do imunocomplexo entre o AG e AB. Ao
comparar o ITO ou filme automontado sem a presenca das biomoléculas ha pouca
variacdo nas intensidades de corrente em relagdo aos filmes automontados na
conformagéo (PVS/Ag-SiPy*Cl)./AG/BSA e (PVS/Ag-SiPy*Cl),/AG/BSA/AB. O fator
que interfere nessa resposta é a interagdo entre os polieletrélitos com o substrato
ITO. Foi observado no estudo de AFM que a adicdo de uma bicamada recobre
apenas as imperfeicdes da superficie do ITO e no estudo voltamétrico (capitulo
4.6.2, Figura 15) o comportamento de duas bicamadas é semelhante ao de uma
bicamada, conclui-se entdo que nao ha o recobrimento total da superficie do ITO
com as 2 bicamadas, tornando a resposta do filme muito proxima a resposta do ITO.

Por outro lado, nota-se uma variagdo mais evidente nas intensidades de
corrente quanto foram utilizados os filmes com 4 bicamadas, como observa-se nos
voltamogramas ilustrados na Figura 16 b. Quando é adicionado sob o filme (PVS/Ag-
SiPy*Cl)s o AG e BSA nota-se o aumento na corrente de pico com lpa 359 pA,
indicando que a adicdo do AG e BSA sob as bicamadas torna o filme menos
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resistivo, quando ha a formacédo do imunocomplexo entre AG e AB sob o filme
(PVS/Ag-SiPy*Cl)4/AG/BSA/AB a corrente de pico aumenta para 593 pA, tornando o
filme ainda menos resistivo, este resultado é corroborado com os resultados obtidos
por meio da técnica de espectroscopia de impedancia eletroquimica (capitulo 4.7.2).
Pode-se dizer que os picos referentes aos filmes com interagbes com as
biomoléculas sdo mais definidos no filmes com 4 bicamadas, devido a quantidade de
nanoparticulas presentes no filme ser maior em relacdo ao filme com duas
bicamadas, e consequentemente a adsor¢cdo do AG é mais eficiente, pois esta é
dependente da concentracdo de nanoparticulas metalicas, bem como o polieletrdlito
SiPy*ClI apresenta sitios que favorecem a adsorgao do AG.

4.7  ESPECTROSCOPIA DE IMPEDANCIA ELETROQUIMICA.

4.7.1 Variagdo no numero de bicamadas.

Iniciou-se os estudos de impedancia eletroquimica com os filmes (PVS/Ag-
SiPy*Cl) com 2, 4 e 6 de bicamadas. Nota-se na Figura 17 que o aumento no
namero de bicamadas esta relacionado com o aumento no comportamento resistivo
dos filmes a transferéncia de carga, o que é corroborado com o observado na Figura
15 referente ao voltamograma ciclico de filmes com diferentes numeros de

bicamadas.
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FIGURA 17: Espectro de Impedancia Eletroquimica para filmes com 2, 4 e 6 bicamadas para os
filmes (PVS/Ag-SiPy*CI).
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FONTE: O autor.

Esse comportamento pode ser explicado por meio do recobrimento da
superficie do filme. No filme com 2 bicamadas ha um menor recobrimento da
superficie do ITO tornando-o menos resistivo, facilitando assim a transferéncia de
carga. No filme com 6 bicamadas ha um recobrimento maior, logo a resistividade a
transferéncia de carga sera maior. Portanto o filme com 2 bicamadas mostrou-se
menos resistivo que o de 4 bicamadas que também mostrou-se menos resistivo que
o de 6 bicamadas. Para o filme de 6 bicamadas observa-se em altas frequéncias a
ocorréncia de dois processos, devido a o indicio da formacao de dois semicirculos,
em baixas frequéncias nota-se um comportamento indutivo do filme, comportamento
que pode ser observado em filmes muito porosos ou quando ocorre adsorgdo sob a
superficie do filme. Nessas condicdes e em concordancia com os estudos de
voltametria ciclica optou-se em prosseguir os estudos apenas com filmes (PVS/Ag-
SiPy*Cl)4.

4.7.2 Interacdo entre antigeno e anticorpo

Para estudar a interacao entre o filme (PVS/Ag-SiPy*Cl’) com as biomoléculas
usadas construiu-se, sob o ITO, filmes nas seguintes conformacdes (PVS/Ag-

SiPy*Cl)4, (PVS/Ag-SiPy*Cl")4/AG/BSA, (PVS/Ag-SiPy*Cl’)4/AG/BSA/AB e (PVS/Ag-
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SiPy*CI)4AG/BSA/TN (o teste negativo (TN) diluido 1:10 consistia em uma solugao
de soro sanguinea sem a presenca de anticorpos da doenca de Chagas) . O tempo
de incubagcdao nas solugdes contendo o antigeno, BSA e no anticorpo ou teste
negativo foi de 15 minutos, o tempo de lavagem em Tampao PBS pH 6,8 entre cada
incubacao foi de 5 minutos. A Figura 18 ilustra os espectros de impedancia para

estes filmes.

FIGURA 18: Espectro de impedancia para os filmes (PVS/Ag-SiPy*Cl’),;, (PVS/Ag-SiPy*CI
)o/AG/BSA, (PVS/Ag-SiPy*Cl),/AG/BSA/AB e (PVS/Ag-SiPy*CI'),AG/BSA/TN.
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FONTE: O autor.

Tabela 3: Parametros obtidos a partir dos dados de impedancia (Diagramas de Nyquist) dos eletrodos
(PVS/Ag-SiPy*Cl),, (PVS/Ag-SiPy*Cl)/AG/BSA, (PVS/Ag-SiPy*Cl)4/AG/BSA/AB e (PVS/Ag-SiPy Cl
)4AG/BSA/TN (Figura 18).

Eletrodo modificado Rct (Q)
(PVS/Ag-SiPy*Cl')4 1244
(PVS/Ag-SiPy*Cl')4/AG/BSA 618
(PVS/Ag-SiPy*Cl),/AG/BSA/AB 271
(PVS/Ag-SiPy*Cl")4/AG/BSA/TN 1862

Nota-se que a resistividade a transferéncia de carga (Rct) do filme diminui
quando se adiciona o antigeno e BSA sob a superficie do filme (PVS/Ag-SiPy*Cl)4,
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de 1244 Q para 618 Q com a adigédo do AG e BSA. Era de se esperar que ocorresse
0 contrario, pois com a adicao de uma camada adicional sob a superficie do filme o
mesmo deveria ficar mais resistivo, mas como a solugdo usada se trata de uma
suspensdo de hemacias que contém o antigeno, ha também a adsorgéo de
moléculas de Ferro, que presentes na superficie do filme facilitam a transferéncia de
carga com o eletrélito de suporte que contém Fe''/Fe", tornando assim o filme menos
resistivo. Observou-se 0 mesmo quando ha a formacao do imunocomplexo entre o
antigeno e o anticorpo na superficie do filme, a resistividade a transferéncia de carga
do filme (PVS/Ag-SiPy*Cl)4#/AG/BSA diminui consideravelmente de 618 Q para 271
Q com a formacédo do imunocomplexo entre o AG e AB no filme (PVS/Ag-SiPy*CI
)o/AG/BSA/AB. Esse comportamento é corroborado com os resultados obtidos no
estudo de voltametria ciclica para filmes construidos seguindo o mesmo
procedimento que os filmes do estudo em discussao, descritos no capitulo 4.6.3
(Figura 16b). No estudo de voltametria ciclica a presenca das biomoléculas sob as 4
bicamadas de (PVS/Ag-SiPy*Cl’) levou ao aumento nas correntes de pico de oxi-
redugcédo do par redox, indicando a formacao de um filme menos resistivo quando
comparado com o filme contendo apenas as bicamadas.

Quando o filme (PVS/Ag-SiPy*Cl)4/AG/BSA ficou incubado em uma solugao
de soro sanguinea sem a presenca de anticorpos da doenca de Chagas, o teste
negativo (TN), a resistividade a transferéncia de carga aumenta para 1862 Q, pois
nesse caso nao ha a formagédo de imunocomplexos sob a superficie do filme,
ocorrendo apenas a adsorcdo de espécies presentes na amostra do teste negativo,
provocando a formacédo de uma camada superficial no filme, aumentando assim a

impedancia do mesmo ou o aumento na resistividade a transferéncia de carga.

4.7.3 Estudo do tempo de imersdo no antigeno, BSA e anticorpo.

A Figura 19a ilustra o espectro de impedancia para filmes com 4 bicamadas
de (PVS/Ag-SiPy*Cl) onde variou-se o tempo de imersdo em 15, 30 e 45 minutos
nas solugées das biomoléculas (antigeno (AG), BSA e anticorpo (AC). Notou-se que
a adsorcdo do AG sob a camada do hibrido Ag-SiPy*Cl independe do tempo, pois

com 15, 30 e 45 minutos o espectro de impedancia apresentou 0 mesmo
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comportamento, ou seja, a resistividade a transferéncia de carga dos filmes foi a

mesma (Figura 19a).

FIGURA 19: Espectro de Impedéncia eletroquimica para filmes de (PVS/Ag-SiPy*CIl’), com

adsorcao das biomoléculas e variacao do tempo de imersao em (a) 15, 3 e 45 minutos do

antigeno e anticorpo, com tempo de imersao na BSA de 5 minutos e (b) tempo de imersao no

AG e Ab de 15 minutos e variagdo no tempo de imersao na BSA de 15 e 30 minutos.
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FONTE: O autor.

Tabela 4: Parametros obtidos a partir dos dados de impedancia (Diagramas de Nyquist) dos

diferentes eletrodos da FIGURA 19a.

Eletrodo modificado Rct (Q)
15min (PVS/Ag-SiPy*Cl)4/AG/BSA 322
15min (PVS/Ag-SiPy*Cl')o/AG/BSA/AB 131
30min (PVS/Ag-SiPy*Cl)s/AG/BSA 341
30min (PVS/Ag-SiPy*Cl)s/AG/BSA/AB 250
45min (PVS/Ag-SiPy*Cl)s/AG/BSA 345
45 min (PVS/Ag-SiPy*Cl')s/AG/BSA/AB 172

Em relacdo ao tempo de incubacdo na solugdo contendo o anticorpo pode-se

dizer esta é dependente do tempo como ilustra a Figura 19a, ou seja, a formagao do
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imunocomplexo entre o antigeno, que esta presente no filme, e o anticorpo, que esta
presente na amostra de anadlise, depende do tempo de incubacgéo, pois para os
tempos estudados as resistividades dos filmes a transferéncia de carga foram
diferentes, isso ocorre pois a velocidade de formagdo do imunocomplexo é lenta, ou
seja,é dependente do tempo, pois envolve a deformagédo das proteinas envolvidas
no processo (perda de estrutura terciaria). Nesse estudo ndo se observou relagéo
entre 0 aumento no tempo de incubacao do filme na solucédo contendo o anticorpo e
a impedancia, pois o filme de 45 minutos mostrou resistividade intermediaria entre o
filme de 15 e o de 30 minutos, porém o filme de 30 minutos apresentou uma
resistividade maior que o de 15 minutos. O filme de 15 minutos apresentou a menor
resistividade a transferéncia de carga.

Pode-se dizer que a formacao do imunocomplexo na superficie do filme faz
com que a impedancia, ou resistividade a transferéncia de carga do filme diminua
em relacdo ao filme que contém apenas o antigeno e o BSA, isso pode ocorrer por
que na formacédo do imunocomplexo ha uma nova conformacdo das moléculas na
superficie do filme deixando as moléculas de Ferro presentes na suspensao de
hemacias mais expostas (esta suspensdo € usada, pois € ela que contém o
antigeno), facilitando assim a transferéncia de carga do filme quando se usa um

eletrélito com o par redox Fe''/Fe'.

Tabela 5 - Parametros obtidos a partir dos dados de impedancia (Diagramas de Nyquist) dos

diferentes eletrodos da Figura 19b.

Eletrodo modificado Rct (Q)
15min (PVS/Ag-SiPy*Cl)s/AG/BSA 725
15min (PVS/Ag-SiPy*CIl')#/AG/BSA/AB 393
30min (PVS/Ag-SiPy*Cl)s/AG/BSA 562
30min (PVS/Ag-SiPy*Cl)4/AG/BSA/AB 585

Na Figura 19b, referente a variacdo no tempo de imersdao do BSA, nota-se
que 15 minutos é o tempo ideal para que a quantidade necessaria de BSA seja
adsorvida sob a superficie do filme, com a finalidade de bloquear as espécies
reativas que ndo sdo referentes ao antigeno de forma efetiva. Quando o filme foi
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incubado por 30 minutos no BSA a resistividade com anticorpo foi praticamente igual
a do filme contendo apenas o antigeno (585 Q e 562 Q respectivamente), ou seja,
nao houve a formacéao do imunocomplexo, provavelmente por que além de bloquear
as espécies reativas que ndo pertencem ao AG a BSA acabou blogueando também
0 as moléculas do antigeno, tornando o filme incapaz de formar o imunocomplexo
com a molécula de interesse, o0 anticorpo, pois com 30 minutos de incubacdo hd um
excesso de BSA adsorvido na superficie do filme. No filme de 15 minutos isso nao
foi observado, sendo este tempo usado nos demais estudos.

A Figura 20 ilustra o efeito do tempo de imersdao no tamp&o nas
respostas dos filmes. Para este estudo os filmes foram imersos por 5 minutos no
tampao por 3 x apds a incubacao nas amostras de soro contendo o anticorpo e nas
amostras de soro sem anticorpo (testes negativos, TN). Observou-se que, quando o
filme o foi incubado na solugéo de soro contendo o anticorpo, a resistividade do filme
diminuiu, porém quando incubada nas amostras de soro negativas a resistividade
permanece parecida com a do sensor (PVS/Ag-SiPy'Cl)s/AG/BSA. Esse
comportamento é diferente quando comparado com o da Figura 18, onde a
resistividade do filme aumenta relativamente quando o mesmo € imerso apenas por
5 minutos no tampdo apdés a incubacdo na amostra de soro negativa, este
comportamento foi observado pela adsorcao de espécies na superficie do filme, o
que nao ocorre quando o tempo de lavagem no tampdo aumenta, pois com o
aumento do tempo de lavagem garante-se que as moléculas que foram apenas

adsorvidas na superficie do filme sejam totalmente removidas.
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FIGURA 20: Espectro de impedéancia para filmes (PVS/Ag-SiPy*Cl’), incubado por 5 minutos no
AG, 15 minutos no BSA, 5 minutos no AC ou TN, com tempo de lavagem em PBS pH 6,8 por 5

minutos por 3x.
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4.7.4 Efeito da presenca das nanoparticulas de prata e do antigeno nas respostas
do filme.

A Figura 21 ilustra os espectros de impedancia nos quais os filmes foram
formados sem a presenca de nanoparticulas de prata e/ou sem antigeno.
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FIGURA 21: Espectros de impedancia eletroquimica para filmes (PVS/Ag-SiPy*Cl'),, (a) com AG
e sem AgNPs e (b) sem AgNPs e AG.
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Tabela 6:Parametros obtidos a partir dos dados de impedancia (Diagramas de Nyquist) dos diferentes

eletrodos da Figura 21a.

Eletrodo modificado Rct (Q)
(PVS/Ag-SiPy*Cl)4 365
(PVS/Ag-SiPy*Cl')4/AG/BSA 114
(PVS/Ag-SiPy*Cl),/AG/BSA/AB 143
(PVS/Ag-SiPy*Cl')4/AG/BSA/TN 122

Nos filmes do espectro da Figura 21a ndo ha a presenca das nanoparticulas,
mas ha a presenca do antigeno. Segundo a literatura, biomoléculas como antigenos
e anticorpos ligam-se facilmente a nanoparticulas metalicas 2, como nesse caso
ndo ha nanoparticulas metalicas, hd uma menor quantidade se sitios para que o
antigeno possa se ligar na superficie do filme, ha apenas a presenca de grupos
contendo N do SiPy*Cl para que essa ligacdo ocorra, nesse caso, embora haja o
antigeno, o sensor nao foi efetivo na deteccao dos anticorpos, pois tanto o espectro
do teste negativo (soro sem anticorpo) e do soro com anticorpo os valores das

resistividades de transferéncia de carga foram praticamente iguais, sendo impossivel
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distinguir qual amostra esta ou ndo contaminada com a doenca de interesse e qual

nao esta.

Tabela 7 - Parametros obtidos a partir dos dados de impedancia (Diagramas de Nyquist) dos

diferentes eletrodos da Figura 21b.

Eletrodo modificado Rct (Q)
(PVS/Ag-SiPy*Cl)4 365
(PVS/Ag-SiPy*Cl)4#/AG/BSA 297
(PVS/Ag-SiPy*Cl')s/AG/BSA/AB 265
(PVS/Ag-SiPy*Cl)#/AG/BSA/TN 103

Nota-se que a imagem a da Figura 21b apresenta o espectro de impedancia
eletroquimica para filmes sem a presenca das AgNPs nas bicamadas de PVS e
SiPy*Cl" e sem a presenca do antigeno. Embora nota-se diferenca na resistividade a
transferéncia de carga do filme com o teste negativo e com o anticorpo, pode-se
dizer que este sensor ndo foi efetivo na deteccdo dos anticorpos de chagas pois
ambas resistividades foram menores do que a resistividade do sensor apenas com
as bicamadas de PVS e SiPy*ClI. Como ndo ha o antigeno no filme ha apenas a
adsorcao das moléculas presentes na amostra negativa e/ou na amostra com
Anticorpo (AC), o que indica que nenhuma reacao especifica como a formacao do
imunocomplexo ocorreu, sendo assim, este sensor nao € especifico a doenca de
Chagas, podendo responder a qualquer outra substancia presente nas amostras
estudadas.

4.7.5 Estudo de Diluicdo das amostras de soro contendo anticorpo.

Os estudos de diluicao foram realizados com as seguintes diluigdes dos soros
contendo anticorpo nas propor¢des 1:5, 1:10, 1:20 e 1:40 em tampéo PBS pH 6,8.
Os filmes foram feitos com 4 bicamadas de PVS/Ag-SiPy*CI, incubados por 15
minutos no Ag, 5minutos imersos no tampao PBS, incubados por 15 minutos na

BSA, 5 minutos no tampéao PBS, incubados por 15 minutos nas amostras diluidas do
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AC, e imersos por 5 minutos no tampao PBS (por 3 vezes). Os espectros de

impedancia eletroquimica sao ilustrados na Figura 22.

FIGURA 22: Espectro de impedancia eletroquimica para o filme PVS/Ag-SiPy*CI),/AG/BSA
(sensor) incubado nas diluicoes 1:5, 1:10, 1:20 e 1:40 das amostras de soro contendo o
anticorpo da doenca de Chagas e para o teste negativo (TN=amostra de soro sem a presenca
do anticopo da doenca de Chagas) durante15 minutos e posteriormente imersos por 5 minutos
em tampao PBS pH 6,8 por 3X.
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Nota-se que em todas as diluicbes o comportamento em relacdo a
resistividade dos filmes foram as mesmas, com resistividade a transferéncia de
carga parcialmente iguais. Isso levou ao impedimento da quantificagdo da
concentracdo do anticorpo na amostra analisada. Nota-se, porém, que o teste
negativo levou a uma resposta diferente das diluicbes positivas podendo assim
diferenciar uma amostra que esta contaminada de outra que ndo esta contaminada
com a doenga de Chagas. O teste ANALISA para a doenca de Chagas, que se
baseia na técnica ELISA, é sensivel a amostras contaminadas com a doenca de
Chagas com diluicdo dessas amostras na proporcao 1:32, portanto este teste
mostrou-se mais sensivel do que uma das técnicas usadas para a deteccao desta

doenga em laboratérios de andlises clinicas.
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50 CONCLUSOES

Pode-se concluir que o SiPy*Cl" apresentou-se como um nanoreator para
formacao de nanoparticulas de prata mais eficiente em relagdo ao PDDA, pois o
tamanho de particulas com seu uso foram menores. O uso de menor concentragao
de redutor e de sal de prata também levou a formagéo de particulas menores.

O SiPy*ClI" mostrou-se um bom polication para a formacdo de filmes LbL
juntamente com o polianion PVS. Através de estudo da cinética de crescimento de
filmes percebeu-se que o tempo de imersdo de 1 minuto a cada bicamada era
suficiente para garantir a adsor¢cao da maior quantidade de material sobre o filme.

Concluiu-se que os tempos de imersdo nas amostras biolégicas (antigeno,
BSA e anticorpo) ideais para a formagdo do sensor foi de 15 minutos. Concluiu-se
também que é fundamental a presenca do antigeno no sensor para que 0 mesmo
possa ser especifico a doenca de Chagas, bem como é fundamental a presenca
das nanoparticulas de prata.

O sensor proposto é eficiente na deteccdo de anticorpos da doenga de
Chagas presentes em amostras de soro sanguineas de forma qualitativa, e
apresentou sensibilidade maior do que o teste ANALISA para a deteccédo de Chagas
por meio da técnica ELISA, que comumente é usada em laboratérios de analise
clinica.

Por meio desta técnica pode-se obter um sensor simples, de baixo custo e
eficiente na deteccdo de anticorpos presentes em amostras de soro sanguineas.
Além de ser um método de facil manipulagdo e com possivel miniaturizagéao,

facilitando assim o diagnéstico da doenca de Chagas.
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6.0 PERSPECTIVAS FUTURAS

Pode-se com este trabalho contribuir significativamente com pesquisas
dedicadas ao estudo de imunosensores pois obteve-se um eletrodo modificado
barato, rapido, de facil manuseio, que futuramente pode vir a ser usado como um
possivel imunosensor para a doenca de Chagas. As técnicas usadas para obtencao
deste eletrodo sao relativamente simples. Embora ndo pode-se obter resultados
quantitativos os resultados qualitativos obtidos na deteccdo da doenca de Chagas
foram muito promissores pois foram resultados rapidos e com sensibilidade maior
em relagédo ao teste usualmente feito em laboratérios de anadlise clinica. Acrescenta-
se também que esta técnica pode ser usada na construcao de eletrodos modificados
para outras doencas, nao limitando-se apenas a doenca de Chagas. Em vista disso,
como continuagao dos trabalhos apresentados nessa dissertagdo destacam-se os
seguintes topicos:

o Deteccgao quantitativa de anticorpos da doenga de Chagas por meio do

sensor proposto

o Estudo com amostras com possiveis interferentes aos anticorpos de
Chagas.
o Utilizar a técnica para a construcao de sensores para outras doencas

parasitarias como a Leishmaniose e Esquistossomose.
o Construgdo de um sensor com nanoparticulas de ouro e comparagao

com o proposto nessa dissertacao
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