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Resumo

Interagoes inespecificas representam um dos principais desafios para a aplicagao de bios-
sensores label-free: dispositivos capazes de detectar intera¢oes biomoleculares sem o uso de
marcadores secundarios. Em amostras biologicas complexas, como o soro humano, essas
interagoes, causadas por ligagoes nao seletivas de biomoléculas (interferentes) a superficie
sensora, comprometem a seletividade, aumentam o ruido de fundo e dificultam a interpre-
tacao dos sinais. Neste trabalho, é apresentada uma nova abordagem para mitigacao dessas
interacoes, utilizando particulas denominadas Nanocleansers, que sao nanobastoes de
ouro (AuNbs) com morfologia alongada e ressonancia plasmonica de superficie localizada
(LSPR) acima de 800 nm, fora da faixa de detecgao do sistema analitico. A metodologia foi
implementada na plataforma optica BioSearch e validada com biossensores funcionalizados
com a proteina N do SARS-CoV-2. O mecanismo de deteccao da plataforma é baseado em
alteragoes no espalhamento dinamico de luz despolarizada (DDLS) dos biossensores em so-
lucao, ocasionada pela ligacao de biomoléculas aos mesmos. Para quantificar tais alteragoes,
mapea-se o movimento browniano dos biossensores através de flutuagoes da intensidade
da luz espalhada - intensificada pelo fendomeno 6tico de LSPR dos AuNbs. No sistema
proposto, a variacao da intensidade de luz espalhada despolarizada é, majoritariamente,
consequente das mudancas na difusividade rotacional das particulas desencadeadas por
ligacoes no biossensor. Essas ligacdes podem ocorrer de forma inespecifica com interferentes
presentes em amostras reais, comprometendo diretamente a acuréacia e a sensibilidade do
método analitico. Diante desse desafio, propoe-se um protocolo de mitigacao das interagoes
inespecificas que consiste na adicao prévia dos Nanocleansers a amostra, permitindo o
sequestro de interferentes antes da interagao com os biossensores, ou seja, limpando a amos-
tra. Foram realizados experimentos com soros negativos e positivos, avaliando a eficacia
dos Nanocleansers em diferentes concentracoes e condigoes fisico-quimicas. Os resultados
experimentais demonstraram que essa estratégia reduz significativamente a ocorréncia de
interagoes inespecificas, sem prejudicar a detecgao especifica do analito-alvo. A proposta
mostra-se eficaz, simples e compativel com aplicagoes em matrizes reais, representando

um avanco na sensibilidade e acuracia da plataforma éptica label-free: a BioSearch.

Palavras-chave: biossensores label-free; interagoes inespecificas; nanobastoes de ouro.



Abstract

Non-specific interactions represent one of the main challenges for the application of
label-free biosensors: devices capable of detecting biomolecular interactions without the
use of secondary markers. In complex biological samples, such as human serum, these
interactions, caused by non-selective binding of biomolecules (interferents) to the sensor
surface, compromise selectivity, increase background noise, and hinder signal interpretation.
In this work, a novel approach is presented for mitigating such interactions using particles
referred to as Nanocleansers, which are gold nanorods (AuNbs) with elongated morphology
and localized surface plasmon resonance (LSPR) above 800 nm, outside the detection range
of the analytical system. The methodology was implemented on the optical BioSearch
platform and validated using biosensors functionalized with the N protein of SARS-CoV-2.
The detection mechanism of the platform is based on changes in the dynamic depolarized
light scattering (DDLS) of biosensors in solution, caused by the binding of biomolecules
to them. To quantify such changes, the Brownian motion of the biosensors is tracked
through fluctuations in scattered light intensity—enhanced by the optical phenomenon
of LSPR from AuNbs. In the proposed system, the variation in depolarized scattered
light intensity is mainly due to changes in the rotational diffusivity of the particles
triggered by binding events at the biosensor surface. These interactions can occur non-
specifically with interferents present in real samples, directly compromising the accuracy
and sensitivity of the analytical method. To address this challenge, a protocol for mitigating
non-specific interactions is proposed, consisting of the prior addition of Nanocleansers to the
sample, enabling the sequestration of interferents before they interact with the biosensors—
essentially cleaning the sample. Experiments were conducted using both negative and
positive serum samples to evaluate the efficacy of the Nanocleansers under different
concentrations and physicochemical conditions. Experimental results demonstrated that
this strategy significantly reduces the occurrence of non-specific interactions without
impairing the specific detection of the target analyte. The proposed approach is effective,
simple, and compatible with real matrix applications, representing an advancement in the

sensitivity and accuracy of the label-free optical platform: BioSearch.

Keywords: label-free biosensors; nonspecific interactions; gold nanorods.
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1 Introducao

O desenvolvimento de biossensores tem desempenhado um papel essencial na evo-
lucdo das ferramentas analiticas aplicadas ao diagndstico biomolecular, ao controle de
qualidade e a seguranca alimentar (ZANCHETTA et al., 2017). Em particular, biossensores
label-free tém se destacado por sua capacidade de detectar interagoes biomoleculares dire-
tamente, sem a necessidade de marcadores secundarios, como enziméaticos ou fluorescentes,
o que possibilita andlises diretas, simplificadas e com maior proximidade das condigoes
fisiologicas reais (ALTUG et al., 2022). Essa abordagem permite o monitoramento em

tempo real de processos de ligacdo e com elevada sensibilidade. (JAVAID et al., 2024).

No entanto, apesar do potencial promissor desses sistemas de deteccao, um dos
principais desafios enfrentados por biossensores label-free em matrizes complexas, como soro
humano, é a ocorréncia de interacoes inespecificas, o que dificulta de forma significativa o
processamento de sinais do sistema. Tais interacoes decorrem da ligagao nao seletiva de
componentes da amostra - denominados interferentes da matrix (como proteinas, lipidios
e dcidos nucleicos) aos sensores, o que compromete a especificidade, eleva o sinal de fundo
e reduz a confiabilidade das andlises (HOMOLA, 2008; DAMBORSKY et al., 2016). No
contexto biossensores label-free produzidos a partir de AuNbs, esse problema é agravado
pela presenca residual do surfactante Brometo de Cetiltrimetilaménio (CTAB), utilizado
na sintese e responsavel por conferir carga positiva a superficie cilindrica dos nanobastoes,
garantindo sua morfologia e contribuindo para a sua estabilidade coloidal, mas tornando
uma regiao altamente suscetivel a adsorcao de interferentes negativamente carregados
presentes em amostras complexas. Além disso, devido ao método label-free , o sinal das
interagoes inespecificas sao frequentes nesses sistemas, uma vez que, embora ocorram de
forma transitéria e se desfacam com facilidade, ainda assim geram uma resposta detectavel
pela plataforma. Isso evidencia a importancia de estratégias eficazes para lidar com esses
eventos, especialmente em aplicagoes envolvendo matrizes complexas, a fim de preservar a

seletividade e a confiabilidade da anélise.

Diversas estratégias tém sido propostas na literatura para mitigar esse fenémeno,
incluindo o uso de polimeros antifouling, protocolos de bloqueio com proteinas inertes
(como a BSA) e ajustes de condigoes fisico-quimicas como forga iénica e pH da solugao
(SOLER; LECHUGA, 2022; LIU et al., 2019; VASILESCU et al., 2025). No entanto, a
eficacia dessas abordagens ¢ limitada quando aplicadas em amostras reais e complexas
como soro humano, especialmente em configuragoes 6pticas sensiveis como a da plataforma
BioSearch. Esta plataforma emprega biossensores de AuNbs funcionalizados com biorecep-
tores especificos e opera por meio da analise da difusividade dos biossensores em solucao,

captada por medigoes 6pticas baseadas no espalhamento dinamico da luz dos biossensores
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anisotrépicos realizando movimento browniano em solugao, sendo altamente sensivel a
alteragoes na difusividade rotacional das particulas, parametro diretamente afetado por

ligacOes especificas e inespecificas na superficie dos nanobastoes.

Neste trabalho, propoe-se uma nova proposta para mitigacao das interacoes inespe-
cificas por meio do uso de nanoparticulas auxiliares denominadas Nanocleansers — AuNbs
com morfologia mais alongada e faixa de ressonancia deslocada, projetados para sequestrar
interferentes presentes na matriz antes do contato com os biossensores. Essa estratégia
visa reduzir o ruido de fundo sem comprometer a sensibilidade do sistema, aprimorando
a seletividade e a robustez da leitura 6ptica. A proposta é investigada no contexto de
deteccao da proteina de nucleocapsideo (N) do virus SARS-CoV-2, utilizando amostras

clinicas de soro humano e a plataforma BioSearch como ferramenta de analise.

Esta dissertacao esta estruturada em nove capitulos. Apds esta introducao, o
Capitulo 2 apresenta os fundamentos dos biossensores label-free, com énfase nos sistemas
opticos. O Capitulo 3 detalha os principios fisicos e estruturais dos biossensores de
AuNbs, incluindo os mecanismos de detec¢cao baseados em LSPR. No Capitulo 4, discute-
se o impacto das interagoes inespecificas nesses sensores e sao revisadas abordagens
tradicionais de mitigagdo. O Capitulo 5 descreve a plataforma BioSearch e sua configuragio
experimental. O Capitulo 6 define os objetivos geral e especificos do trabalho, enquanto
o Capitulo 7 apresenta a metodologia empregada, abrangendo sintese, funcionalizagao,
protocolos e caracterizagoes dos nanoinsumos. O Capitulo 8 retine os resultados obtidos e

sua respectiva analise, e, por fim, o Capitulo 9 traz as conclusoes e perspectivas do estudo.
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?2 Biossensores Label-Free

Os biossensores label-free constituem uma classe avangada de dispositivos capazes de
detectar interacoes biomoleculares sem a necessidade de etapas secundérias para a detecgao
do analito, como o uso de marcadores fluorescente (Fluoresceina e Rodamina)(ALTUG et
al., 2022). Esses sistemas baseiam-se na detecgao direta de alterac¢oes nas propriedades fisico-
quimicas da interface sensor-analito, tais como massa, indice de refracdo, condutividade
elétrica ou ressonancia plasmonica, permitindo uma andlise em tempo real e com alta
sensibilidade (JAVAID et al., 2024). A operacao de biossensores label-free fundamenta-se
na transdugao de sinal, na qual a ligagdo do analito (biomoléculas alvo) a um bioreceptor

imobilizado na superficie de um transdutor gera uma resposta mensuravel - Figura 1.

Transdutores
Analito
Conversores . captado g (((o Ligagdo Especffica ‘/l\
de Sinal por
. N7 N7 \¢*
Mecanismos de Sinal Bioceptor )r )( ‘(
Transdugao

Biossensores
LABEL-FREE

Figura 1 — Representacao dos Biossensores label-free.

As técnicas label-dependent (ELISA e imunofluorescéncia), utilizam marcadores
secundarios, geralmente anticorpos conjugados a enzimas, que se ligam ao anticorpo
primério para gerar um sinal detectavel por meio de uma reagao enzimatica - Figura 2.
Nessa reacao, a enzima catalisa a transformacao de um substrato especifico em um produto
colorido ou fluorescente, permitindo a quantificacao do analito presente na amostra através
da medida dessa mudanca de sinal (ENGLISH et al., 2023). Ja os sensores label-free
monitoram diretamente as alteracoes intrinsecas do sistema, eliminando etapas adicionais
de marcacao e lavagens complexas, simplificando protocolos e tornando o processo mais
agil e menos invasivo (DAMBORSKY et al., 2016).

Entre os diversos tipos de biossensores label-free, os 6pticos se destacam por sua
alta sensibilidade, detec¢do em tempo real e compatibilidade com a miniaturizagao de
dispositivos. Esses sensores sao compostos por transdutores capazes de transmitir um sinal

optico especifico oriundo da ocorréncia de ligagoes entre elementos de bioreconhecimento,
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ﬁ Antigeno

v Anticorpo Primario
S)

Anticorpo Secundario

rS'.))) ,)L\ ,JL\ conjugado com enzima

JL v Substrato

7N '))) Sinal colorido ou fluorescente
:& \)rwl \]r, Anticorpo de captura

ELISA ELISA

Indireto Sanduiche

Figura 2 — Representagdo do esquema de deteccao label-dependent do ELISA.

como mudanga do indice de refracdao, da absorbancia ou da intensidade da luz espalhada,
sem a necessidade de marcadores. Dentre as abordagens mais consolidadas, destacam-
se os sensores baseados em shift da surface plasmon resonance (SPR)/ localized surface
plasmon resonance (LSPR) - Figura 3.a, interferometria éptica - Figura 3.b, microcavidades
ressonantes - Figura 3.c e fibras 6pticas - Figura 3.d (DOMINGUES et al., 2023).

Esses sistemas vém sendo empregados em aplicagoes emergentes, como detecgao
digital de nanoparticulas virais, quantificacao de biomarcadores em tempo real, analises
ambientais e seguranca alimentar (ZANCHETTA et al., 2017). Essa classe de sensores
também tem avancado na deteccao de acidos nucleicos, pequenas moléculas e até moléculas
unicas, ampliando as possibilidades de diagnéstico clinico e pesquisa biomolecular com

alta especificidade, além de permitir acesso a pardmetros cinéticos de ligagao e eliminagao
das etapas de marcacao (SANG et al., 2016; ZANCHETTA et al., 2017).
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Figura 3 — Representacao dos esquemas de funcionamentos do biossensores épticos label-free.
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3 Transdutor 6ptico: Nanoparticulas de ouro

O transdutor 6ptico utilizado neste trabalho consiste em AuNbs submetidos a um
processo de biofuncionalizacao, no qual moléculas de biorreconhecimento sao imobilizadas
em suas extremidades esféricas. Essas moléculas sao responsaveis por promover a ligacao
especifica de analitos presentes em amostras de soro humano. A detecgao é baseada em
alteragoes na difusividade rotacional dos biossensores, as quais sao quantificadas por
meio de medigoes de DDLS. Diferentemente de técnicas que monitoram diretamente o
deslocamento do pico de ressondncia (plasmonic shift), neste trabalho o efeito de LSPR
¢é utilizado para facilitar o mapeamento do movimento browniano das particulas. Isso é
possivel por meio da andlise das flutuacoes na intensidade da luz despolarizada espalhada,
moduladas pelas alteragoes dindmicas induzidas pelas interagoes moleculares na superficie

dos biossensores de AulNbs.

3.1 Nanobastoes de Ouro

O ouro em escala nanométrica destaca-se por sua elevada versatilidade, atribuida a
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas tnicas, como a alta estabilidade, caracteristicas
Opticas e eletronicas singulares, além de sua biocompatibilidade. Em razao dessas proprie-
dades, as nanoparticulas de ouro tém sido amplamente empregadas no desenvolvimento de
solugoes nanotecnolégicas voltadas para as areas médica e farmacéutica, com aplicagoes
que incluem testes diagnosticos, sistemas de liberagdo controlada de farmacos e formulagao
de vacinas (GEORGEOUS et al., 2024).

A sintese dos AuNbs utilizada nesse trabalho foi pelo método seedless - Figura . Ela
¢ iniciada a partir de uma solugao aquosa contendo o surfactante CTAB, acido cloroaurico
(HAuCly), nitrato de prata (AgNO3) e uma solugao etandlica de resveratrol, todos mantidos
a temperatura ambiente. A formacao de AuNbs é desencadeada pela rapida adigao de
uma solugdo aquosa de borohidreto de sédio (NaBH,), recém-preparada e mantida a
4°C. Em seguida, a mistura é incubada em banho térmico a 70 °C por um periodo de
4 a 6 horas, com aquecimento gradual para evitar a formacao de nanoesferas - Figura
4 . O sucesso da sintese depende de condicoes estritamente controladas, especialmente
das concentracoes dos reagentes, uma vez que pequenas variagoes podem comprometer a
formagao dos AuNbs. O nitrato de prata (AgNOj3) atua no controle da razdo de aspecto
dos nanobastoes, modulando o comprimento de onda da ressonancia longitudinal através
da modulacao do crescimento longitudinal dos AuNbs - Figura 5. O resveratrol, por sua
vez, atua como redutor fraco, e um dos seus papéis é formar micelas de CTAB e resveratrol

para fortalecer a adsorcao faceta-seletiva com CTAB, facilitando assim o crescimento
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a) Borohidreto
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Cloroaurico Prata Etanol 4°C
Temperatura
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Banho Térmico
Aumento Gradual da
¢ Temperatura até 70°C
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Nanobastdes de Ouro (AuNbs)

¢ Monémero do CTAB

* Complexo CTA-AuBry

* Complexo CTA-AuBr;

: Particula semente

Figura 4 — a) Representagao do esquema de sintese dos AuNbs pelo método seedless. b) Os
monomeros de CTAB se complexam com as espécies idnicas Au3+ da solucgao de
crescimento aprisionando-as dentro das micelas formadas (1). Com a adi¢do do
redutor brando as espécies complexadas sdo reduzidas a Au+ (2). A adicdo das
sementes promove a redugdo do Au+ a Au0 dentro das micelas de CTAB, que
direcionam o alongamento da estrutura (3). Fonte: (LAGE, 2020).

longitudinal das particulas. (WANG et al., 2016).

3.2 Ressonancia Plasmonica de Superficie Localizada - LSPR

Na SPR, o campo elétrico da luz incidente pode ser transferido para excitar
coletivamente os elétrons da banda de conducao de materiais metalicos. Essas oscila¢oes
coletivas, denominadas oscilagoes plasmonicas localizadas, ocorrem de forma coerente em
uma frequéncia ressonante que depende fortemente de pardmetros como a composicao,

o tamanho, a geometria, o meio dielétrico ao redor e a distancia de separacao entre
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Figura 5 — Imagens de Microscopia Eletrénica de Trasmissao: (a)—(1) e espectros de extingao
UV-Vis (m) dos nanobastoes de ouro sintetizados por meio da variagao da concentra-
¢ao de AgNOj3 de 0,05 a 0,365 mM. As concentragoes de CTAB, HAuCly, resveratrol
e NaBH, foram mantidas constantes em 50, 0,5, 5 e 0,015 mM, respectivamente. Em
(a)—(1), a barra de escala corresponde a 50 nm. Em (n), estdo mostradas fotografias
das solugdes de GNRs com diferentes razdes de aspecto. Fonte: (WANG et al., 2016)
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Figura 6 — Ilustracdo do LSPR de uma nanoparticula e o Espectro de extin¢do de uma amostra
de nanobastoes de ouro mostrando as picos de ressondncia de um AulNbs. Fonte:
(CAO et al., 2014).

nanoparticulas (PETRYAYEVA; KRULL, 2011)

Particularmente, os AuNbs apresentam dois picos distintos de LSPR no espectro
de extingao (Figura 6). O primeiro, denominado Ressonéncia Plasménica Transversal
(LSPR-T), apresenta menor intensidade sendo atribuido a oscilagao coletiva dos elétrons
de superficie ao longo do eixo menor dos nanobastdes - eixo d. O segundo, conhecido
como Ressonancia Plasmonica Longitudinal (LSPR-L), apresenta maior intensidade e esta
relacionado a oscilagao eletronica ao longo do eixo maior da nanoparticula - eixo L. A
posicao espectral do pico LSPR-L depende diretamente do tamanho e da razdo entre os
eixos dos nanobastoes. A possibilidade de modulacao espectral dos picos LSPR permite
o ajuste fino das propriedades Opticas dos nanobastoes, viabilizando sua adaptacao a
diferentes aplicagoes (WANG et al., 2016).

3.3 Geometria dos Nanobastoes de Ouro

Os AulNbs sao particulas geometricamente anisotrépicas, o que permite que a
oscilagao coletiva dos elétrons de condugao ocorra em dois eixos distintos: ao longo do
eixo curto, denominado eixo transversal d, e ao longo do eixo longo, conhecido como eixo
longitudinal L (WANG et al., 2016; CHEN et al., 2013; STONE; JACKSON; WRIGHT,
2011). Neste trabalho, modelamos a geometria do nanobastao como a de um cilindro
de comprimento L e didmetro D, com calotas semiesféricas em ambas as extremidades,
conforme ilustrado na Figura 7. Com base nesse modelo, é possivel definir as expressoes
para a area superficial total (A;), o volume total (V;) e a razao de aspecto (aspect ratio,
AR) da particula conforme descrito a seguir por (BATISTA, 2022):
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Figura 7 — a) Modelo dos AuNbs. b) Imagem de microscopia eletronica de transmissao produ-
zidas no centro de Microscopia da UFMG. . Fonte: (BATISTA, 2022).

L—D)rD
At - (2)7T + wD ?= Acilindro + 2Asemiesfera (31)
D? 2D
V;f = i (L - D) + ? - ‘/cilindro + 2‘/semiesfera (32)
L
AR = — 3.3
= (3.3)

Ao longo deste trabalho, considera-se que a superficie dos AuNbs é composta por
duas regioes distintas, conforme ilustrado na Figura 7: a area cilindrica e as areas semiesfé-
ricas nas extremidades. A regiao cilindrica encontra-se recoberta pelo surfactante cationico
CTAB, responsavel por conferir carga positiva a superficie e, consequentemente, estabi-
lidade coloidal ao sistema, porém também atuando como sitio de adsor¢ao preferencial
para moléculas negativamente carregadas presentes em matrizes complexas, o que favorece
a ocorréncia de ligagoes inespecificas. Por outro lado, as extremidades semiesféricas dos
nanobastoes correspondem as regioes funcionalizadas com o elemento de biorreconheci-
mento, onde podem ocorrer tanto ligagoes especificas, mediadas por complementaridade
molecular entre analito e bioreceptor, quanto ligacoes inespecificas residuais. Essa distin¢ao
entre as regides é fundamental para a interpretacao dos resultados experimentais e para a
compreensao da origem das variacoes de estabilidade e sinal 6ptico observadas ao longo

das anélises.
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3.4 Coeficiente De Difusao De Nanobastdes

Particulas coloidais dispersas em um meio liquido viscoso realizam movimento
browniano, caracterizado por deslocamentos aleatorios resultantes de colisdes com moléculas
do solvente (SALINAS, 2005). A intensidade da luz espalhada por essas particulas sofre
flutuagoes temporais, as quais carregam informagoes sobre o coeficiente de difusao das
particulas em suspensao (TSCHARNUTER, 2006). Particulas com geometria anisotrépica
apresentam coeficientes de difusdo distintos daqueles observados para particulas esféricas
em movimento browniano, uma vez que possuem eixos nao simétricos. Nesses casos, €
necessario considerar tanto o movimento translacional quanto o rotacional das particulas.
Segundo (TTRADO; MARTINEZ; TORRE, 1984), ao estudar fragmentos rigidos de DNA
com razao de aspecto variando entre 2 e 20, foram propostas expressoes corrigidas para

os coeficientes de difusdo translacional (Dr,) e rotacional (Dg) de particulas cilindricas

alongadas:
kgT
o= e F(AR) (3.4)
3kgT
Drot = WG(AR) (3.5)

Nas expressoes propostas por (TIRADO; MARTINEZ; TORRE, 1984), as fungoes
F(AR) e G(AR) representam corregoes geométricas que dependem da razao de aspecto
(AR = £) do cilindro alongado:

L . 1
F(AR) =In(=) 4+ 0.312 + Oiﬁ - OL—Z (3.6)
d i (&)
L 91 .
G(AR) =In(Z) — 0.662 + % - OL—Oi (3.7)
d i (&)

Nota-se que o coeficiente de difusao rotacional (Dget) é mais sensivel as variagoes
no comprimento (L) - dependéncia L3, do que o coeficiente de difusido translacional (D)

- dependéncia L, tal caracteristica é explorada na técnica da Plataforma BioSearch.
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4 Espalhamento Dinamico de Luz - DLS

A técnica de Espalhamento Dindmico de Luz (DLS, do inglés Dynamic Light
Scattering), também referida como Espectroscopia de Correlacao de Fétons, constitui uma
abordagem bem estabelecida para o estudo de propriedades fisico-quimicas de sistemas
coloidais, macromoléculas e polimeros em suspensao (TSCHARNUTER, 2006; GLIDDEN;
MUSCHOL, 2012; SAKHO et al., 2017). Ainda na década de 1960, Pecora (1985) introduziu
o conceito de espalhamento de luz tempo-dependente, demonstrando que a andlise da
flutuacao da intensidade da luz espalhada por suspensoes de macromoléculas fornece acesso
direto a grandezas relacionadas ao movimento browniano dessas espécies. Especificamente,
a partir da distribuicao espectral dessas flutuacoes, é possivel extrair os coeficientes de
difusao translacional e rotacional, os quais estao intrinsecamente relacionados ao raio
hidrodindmico das particulas em solugao (TSCHARNUTER, 2006; SAKHO et al., 2017).

A taxa de flutuacao da intensidade da luz espalhada é determinada por meio da
analise da funcao de autocorrelacido temporal, o que permite a caracterizacdo do comporta-
mento difusivo das particulas em escala nanométrica. No caso de particulas anisotropicas,
como elipsoides ou cilindros alongados, Glidden e Muschol (2012) demonstraram que a
interacao com um feixe de luz com polarizacao vertical (V) pode induzir a rotac¢do do plano
de polarizacao do campo eletromagnético espalhado, resultando em um componente com
polarizacao horizontal (H). A presenga desse componente despolarizado no espalhamento
fornece uma via experimental para a separacao entre os efeitos da difusao translacional

(D1y) e rotacional (Dget).

Quando a andlise ¢ realizada na configuracao 6tica homddina, isto é, utilizando
apenas o sinal espalhado, o método conhecido como Espalhamento Dinamico de Luz
Despolarizado (Depolarized Dynamic Light Scattering, DDLS) torna-se particularmente
util. Essa abordagem permite nao apenas estimar o raio hidrodinamico equivalente de
particulas, mas também acessar parametros morfologicos reais, como o comprimento e o
didmetro de nanobastdes metélicos dispersos em solugao (GLIDDEN; MUSCHOL, 2012).
No presente trabalho, essa capacidade é explorada no contexto da Plataforma Portatil de

Biodetecgao BioSearch - Figura 8.
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Figura 8 — Esquema das medigoes do leitor 6tico da BioSearch. Uma luz monocromatica incide
sobre os nanobiossensores e a luz retroespalhada é coletada pela unidade de deteccéo,
que mede as variagoes temporais intensidade de luz devido & dindmica dos AuNbs e
as fungoes de autocorrelagdo temporal da intensidade de luz espalhada (FACTI). A
andalise das FACTIs gera informagoes da dindmica difusiva. Fonte: (JUNQUEIRA,
2020).
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5 Plataforma BioSearch

A Plataforma BioSearch, é uma ferramenta de deteccao analitica na configura-
¢ao de retroespalhamento e em modo despolarizado, garantindo que somente particulas
anisotropicas (os AuNbs) sejam analisadas. Nessa abordagem, utiliza-se o principio do
Espalhamento Dindmico de Luz Despolarizado (DDLS), uma variagido da técnica de DLS
tradicional, discutido na sec¢ao 4. A tecnologia da BioSearch emprega biossensores 6pticos
de nanobastoes de ouro do tipo label-free para detectar interacoes especificas com analitos
de interesse, dispensando o uso de marcadores secundarios e permitindo medi¢oes em
tempo real. Os componentes presentes em amostras oriundas de matrizes complexas, como
o soro humano, nao afetam a polaridade da luz incidente e espalham luz de forma muito
reduzida quando comparada aos AuNbs, portanto, ndo sao detectados pela plataforma
BioSearch. A anisotropia 6ptica dos AuNbs, aliada a configuracao éptica do sistema de
deteccao despolarizada, permite que apenas os sinais provenientes dos biossensores sejam
captados, garantindo especificidade nas medi¢cdes mesmo em ambientes altamente comple-
x0s. Os biossensores utilizados consistem em nanobastoes de ouro funcionalizados com
elementos de reconhecimento (receptores) especificos para os analitos-alvo presentes em
diferentes matrizes. Quando esses receptores se ligam as moléculas-alvo, ocorrem alteragoes
na difusividade dos biossensores em solugao, as quais podem ser detectadas por meio de

medigoes dpticas baseadas no espalhamento dinamico da luz dos biossensores anisotrépicos.

5.1 Hardware Optico e Estrutura

O hardware 6ptico da plataforma BioSearch é baseado na tecnologia do Espec-
trometro Portédtil de Espalhamento de Luz (EPEL), registrada sob patente niimero
BR1020160097657 (SIMAN; MESQUITA; LADEIRA, 2016) . Essa tecnologia foi de-
senvolvida no Laboratorio de Fisica de Sistemas Biolégicos da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG) pelos professores Oscar de Mesquita, Livia Siman e Luiz Orlando
Ladeira. A tecnologia EPEL representa uma nova concepc¢ao 6ptica da técnica de Es-
palhamento Dinadmico de Luz (DLS), permitindo a simplificagdo da montagem 6ptica e
apresentando diversas vantagens em relagdo aos equipamentos tradicionais, tais como:
tamanho reduzido, portabilidade, facilidade de manuseio, robustez, tempo de medicao
reduzido (na ordem de segundos), possibilidade de operacao em ambientes iluminados
sem necessidade de isolamento 6ptico, boa tolerancia a vibracoes e flexibilidade para

configuragao do sistema mecano-6ptico em qualquer orientagao espacial (BATISTA, 2022).

O sistema de leitura éptica da Plataforma BioSearch (Figura 9) é constituido por

um laser de diodo com comprimento de onda A = 650 nm e poténcia de 40 mW (Laserline),
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Figura 9 — a) Ilustracio esquemética da montagem Otica da plataforma BioSearch uma fonte
de luz coerente, um elemento 6ptico que reflete e transmite os feixes provenientes
da fonte de luz e da amostra espalhadora, duas lentes convergentes, um elemento
com propriedade de polarizacdo e um conjunto de elementos fotoativos ou pixels. As
setas pretas descrevem o caminho 6tico dos feixes que nao interagem com a amostra
e as setas em vermelho descrevem aqueles que interagem e sao retroespalhados pelas
amostras. b) Ilustragdo esquemadtica da interagdo da luz com os biossensores de
nanobastoes de ouro produzindo o espalhamento VH. Fonte: (BATISTA, 2022)

um cubo divisor de feixe polarizador modelo CM1-PBS251 (Thorlabs), uma lente objetiva
com distdncia focal de 8 mm (Thorlabs), uma lente adicional de 40 mm (Thorlabs) e
uma camera CMOS (Complementary Metal Ozide Semiconductor) fornecida pela empresa
Ivision Sistemas de Visao. O cubo divisor de feixe polarizador apresenta um revestimento
em sua diagonal que permite a transmissao da componente vertical (V) da polarizagao da
luz e reflete a componente horizontal (H) (Figura 9.b). Dessa forma, o feixe incidente sobre
a amostra possui polarizagao horizontal, enquanto o feixe coletado pela camera corresponde

a polarizacao vertical. Assim, o sinal analisado é caracterizado como despolarizado.

5.2 Dados Analiticos

Diferentemente de um DLS tipico, onde as fungoes de autocorrelagao sao analisados
por um autocorrelacionador, na plataforma BioSearch, essa funcao é realizada por uma
camera. Ela armazena a sequéncia temporal de 64 pixels contidos na regiao de espalhamento,
a uma taxa de captura de 42533 Hz (BATISTA, 2022). Dessa forma, é possivel capturar
flutuagoes da intensidade da luz espalhada pelos biossensores em funcao do tempo e

calcular a fungao de correlagdo temporal de intensidade de luz espalhada (FACTI):
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(I(t)I(t+ At)) t
FACTI x (D)2 x e (5.1)

E possivel analisar a sua taxa de decaimento (T'), em MHz, por:

r(o
FZEZM

107 5.2
T td ( )

Onde t; é o periodo entre cada frame de captura da camera, portando t; = ﬁ =
23,4pus.

O tempo de difusao 7 ¢é calculado através de um ajuste linear simples do decaimento
I utilizando-se os dois primeiros pontos da curva: o primeiro, I'(0) - chamado de Cj
(relacionado com a densidade de particulas espalhadoras na amostra), e o ponto subsequente:
['(tq). Isso é vélido, pois se trata de um sistema de particulas muito pequenas e de baixa
razao de aspecto e, portanto, I' elevado, o que faz a exponencial da intensidade decair
rapidamente - Figura 10 (BATISTA, 2022):

1
T T 92Dy +12D5

(5.3)

Onde 2q2DT = FTT e 12DR = Frot-
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Figura 10 — Técnica DLS e comparacdao da curva de autocorrelagdo de intensidade de luz
espalhada (FACTI) para pequenas e grandes particulas. Fonte: (3P Instruments
GmbH & Co. KG, )

Devido ao modelo de ajuste inicialmente empregado, baseado apenas nos dois
pontos da curva, os valores obtidos para a grandeza 7 apresentaram elevada dispersao.
Com o intuito de aprimorar a qualidade desses resultados, foi posteriormente implemen-
tado na plataforma BioSearch um novo algoritmo de ajuste baseado em modelagem por
dupla exponencial. Este desenvolvimento foi realizado pelo doutorando Kennedy Batista

Gongalves. Contudo, na época da aquisicao dos dados utilizados neste trabalho, essa
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atualizacao ainda nao havia sido incorporada ao sistema. Dessa forma, os resultados aqui
apresentados ainda refletem as limitagoes do ajuste linear simples, o que se traduz em

uma significativa variabilidade nos valores estimados de 7 em medidas temporal.

A Figura 11.a ilustra comparativamente os dois métodos de ajuste. Observa-se que
o modelo baseado em dupla exponencial (representado pela curva vermelha) proporciona
uma aderéncia substancialmente superior aos dados experimentais (pontos azuis), quando
comparado ao ajuste linear simples, cuja discrepancia em relagdo aos dados brutos é
notavel. Como consequéncia direta, na Figura 11.b, é possivel observar que a aplicacao
do modelo simplificado resulta em uma varidncia significativamente maior nos valores de
7 (curva azul), enquanto o modelo de dupla exponencial (curva vermelha) promove uma

redugao expressiva dessa dispersao.
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(a) Demonstragio da diferenca do ajuste linear sim- tempo (s)
ples e do ajuste exponencial duplo em dados reais(b) Diferenca dos valores e variagdo da grandeza T
obtidos na plataforma BioSearch. obtidos por diferentes ajustes.

Figura 11 — Esquema da diferenca entre ajuste linear simples e ajuste duplo exponencial nos
dados da Plataforma BioSearch.

Tabela 1 — Grandezas e fungbes relacionadas a plataforma BioSearch.

Grandezas Funcoes

n = 8,93 x 1074 Pa-s

nm,o = 1,333 G(AR =2) =0477
T =298,15K (25°C)

AR =2

g=257x10"m™!

kp=1,2381x10"2J.K*

=173 +1° TRot = 39,3 x 10*s~!
A =650 x 10°m

Cielay = (2,1 £0,5) x 1072%s7"  I'y, = 2,04 x 10*s7!

Para os nanobastoes utilizados na plataforma BioSearch com L ~ 40 nm e d ~ 20

nm, verifica-se que I',.,; é da ordem de 20 vezes maior que I'r, conforme descrito na tabela
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1. Isso permite que a taxa de decaimento (I') da Fungao de Autocorrelagao Temporal da

Intensidade (FACTI) seja aproximada por:

1
['=-=12Dp (5.4)
T

Assim, o tempo de decaimento depende majoritariamente do coeficiente de difusdo
rotacional (BATISTA, 2022):

3kpT I'Rot — T'dela
Dy = G(AR) = —/—/ =% 5.5
R L3 (AR) 12 (5:5)
E portanto:
3kgT . L 0.917 0.05
L=73———In(=)—-0662+ —F——— ——— 5.6

[getay esta relacionando ao tempo necessario para que o sistema responda. A partir
das equacgoes 7.4 e 7.5, observa-se que a plataforma BioSearch apresenta maior sensibilidade
a interagoes ocorridas nas regioes semiesféricas dos nanobastoes, ou seja, ao longo do eixo
L, cuja contribuicao para o sinal é proporcional a L3. Em contraste, as interacoes ao longo
da regiao cilindrica, associadas ao eixo d, apresentam dependéncia mais fraca, governada
pela fungao geométrica G(AR). Apesar da menor contribuigao relativa, essas ligagdes na
area cilindrica, denominadas de interagoes inespecificas, ainda ocorrem e geram um ruido

de fundo perceptivel no sinal obtido pela plataforma BioSearch.
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6 Potencial Zeta

O potencial zeta () é uma grandeza fisico-quimica fundamental para a caracte-
rizacao de sistemas, refletindo o potencial elétrico na regiao de cisalhamento da dupla
camada elétrica formada ao redor de particulas carregadas em suspensao. Essa grandeza
estd diretamente relacionada a estabilidade coloidal e as interagoes eletrostaticas entre
particulas e moléculas no meio, sendo de especial importancia na analise de nanoparticulas
funcionalizadas, como os AuNbs utilizados neste trabalho. Quando dispersas em um meio
liquido, particulas carregadas interagem com os ions presentes na solucao, formando uma

dupla camada elétrica, composta por:

« Camada de Stern: ions fortemente adsorvidos na superficie da particula;

o Camada de difusao: ions fracamente ligados que se distribuem ao redor da super-

ficie.

O potencial zeta corresponde ao potencial elétrico na superficie de cisalhamento,
isto ¢, o limite entre a camada firmemente ligada e o fluido livre - Figura 12. Sua magnitude
influencia a forca repulsiva entre particulas, sendo um indicador da estabilidade do sistema

coloidal.

Particula carregada
negativamente

Camada difusa de
Gouy-Chapman

i i Potencial de superficie

Potencial da Stern

Disténcia da superficie da particula

Figura 12 — Diagrama esquematico da dupla camada eléctrica na superficie de um coloide:
camada Stern e de difusdo. Fonte: (KARMAKAR, 2019)

A determinacao experimental do potencial zeta é realizada por meio da técnica de

eletroforese de particulas combinada a analise de espalhamento de luz. Quando um campo
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elétrico externo é aplicado a suspensao coloidal, as particulas carregadas migram com
uma velocidade proporcional ao seu carregamento superficial. Essa velocidade é medida
indiretamente por técnicas de Laser Doppler Velocimetry (LDV) ou Phase Analysis Light
Scattering (PALS), e convertida em mobilidade eletroforética, a partir da qual o potencial

zeta é estimado por meio da equacao de Henry:

3np
C —

- 2ef(ka) (6.1)

onde:

e 7 é a viscosidade do meio,

o = “miia vepresenta a mobilidade eletroforética da particula, isto é, a velocidade
com que uma particula carregada se move em um fluido sob a acao de um campo

elétrico unitério (E).
e ¢ ¢é a permissividade dielétrica do solvente,

o f(ka) é a funcdo de Henry, que depende da espessura da dupla camada elétrica e do

raio da particula.
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TRUMENTS, 2009) Fonte: (COSGROVE; VINCENT, 2010)

Figura 13 — Esquema medida potencial Zeta

Quando um campo elétrico é aplicado a uma suspensao coloidal de nanoparticulas,

estas passam a se deslocar lentamente na direcao do eletrodo de polaridade oposta a de
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sua carga elétrica. Esse deslocamento, ainda que sutil, é caracterizado pelo fendmeno da
eletroforese, ou seja, o movimento induzido de particulas carregadas sob a influéncia de

um campo elétrico - Figura 13.a

Para a analise da velocidade dessas particulas, faz-se uso do efeito Doppler. Um
feixe laser é direcionado sobre a solugao contendo as particulas em movimento. Ao incidir
sobre uma particula em deslocamento, parte da luz é espalhada com um pequeno desvio
em sua frequéncia. A radiagao espalhada interfere com a porcao nao desviada do feixe
incidente, formando um padrao de interferéncia optica. O sistema de deteccao é capaz de
registrar esse padrao e, com isso, determinar a frequéncia do desvio Doppler. Como o desvio
estd diretamente relacionado a velocidade das particulas, torna-se possivel quantificar essa

velocidade com precisao, e posteriormente, o potencial Zeta - Figura 13.b.

A determinacao do potencial zeta foi empregada neste trabalho como método
de avaliacao da estabilidade coloidal dos AuNbs. Essa andlise é essencial, pois o valor
de zeta reflete a magnitude das forgas repulsivas eletrostaticas entre particulas, que,
quando suficientemente elevadas, evitam a agregacao e garantem a dispersao estavel
das nanoparticulas em meio liquido. De acordo com a literatura, sistemas coloidais sao
considerados estaveis quando o potencial zeta apresenta valores absolutos superiores a 30
mV (positivos ou negativos), assegurando repulsao eletrostética suficiente para impedir a
agregacao das particulas (BHATTACHARJEE, 2016). Dessa forma, as medidas de potencial
zeta realizadas permitiram verificar a eficiéncia do revestimento superficial promovido pelo
surfactante CTAB, bem como monitorar eventuais variagdes de estabilidade decorrentes

das etapa de interagdo com a matriz biologica.



31

7 Biossensores

A construcao dos biossensores para uso na platafomra BioSearch baseia-se na
sintese de AulNbs e na aplicagao de procedimentos quimicos que permitem a ancoragem
de moléculas de biorreconhecimento em suas extremidades. Esses procedimentos, deno-
minados de bioconjugacao, estao amplamente descritos na literatura (PEARCE et al.,
2007; VERSIANI et al., 2016; JUNQUEIRA, 2020). A bioconjugagao ocorre ao utilizar
estruturas intermediarias conhecidas como linkers ou moléculas adaptadoras, que contém,
em uma de suas extremidades, grupamentos tiol e carboxila. A extremidade tiol possui
alta afinidade por ouro e, quando ativado, o grupo carbolixa pode se ligar covalentemente
ao elemento de bioreconhecimento. O linker, utilizado para producgao dos Biossensores foi
o 4cido 11-mercaptoundecandico (MUA) - Figura 14, através do método de crosslinking,
que envolve a ativagao das carboxilas do MUA por meio da adicdo do agente EDAC
(cloridato N-etil-N’-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida) e do reagente acoplador NHS
(N-hidroxisuccinimida). Essa combinagao reage com grupos amina presentes na molécula

de biorreconhecimento utilizada: a proteina N do SARS-CoV-2 (JUNQUEIRA, 2020).

®

Figura 14 — A férmula estrutural do MUA, dcido-11-mercaptoundecandico, destaca suas duas
importantes funcionalidades quimicas. Na extremidade (A), o grupo carboxila
permite interagoes com moléculas de bioreconhecimento, enquanto na extremidade
(B), o grupo tio confere afinidade com os AuNbs. Essas funcionalidades possibilitam
uma ponte entre nanobastoes de ouro e elementos de bioreconhecimento, facilitando
o processo de bioconjugacao para construgao de biossensores.(CECCHET et al.,
2006).

Essa proteina é um dos principais antigenos virais do SARS-CoV-2, sendo altamente
imunogénica e presente em abundancia durante a infecgao viral. Por essas razoes, ela induz
uma resposta imune significativa e é amplamente utilizada como alvo em plataformas
diagnéstica (HUANG et al., 2024). As regioes laterais do biossensor permanecem recobertas
por um surfactante cationico - CTAB, o qual confere carga positiva a superficie dos AuNBs

em solugao aquosa - Figura 15.
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Figura 15 — Ilustracdo esquematica do processo de biofuncionalizacdo dos nanobastoes de ouro
(AuNbs) por meio do protocolo de crosslinker.
1 — Ancoragem do linker MUA (4cido 11-mercaptoundecanoico) a superficie dos
AuNbs;
2 — Ativagdo das carboxilas do MUA por reagentes de acoplamento (EDC/NHS);
3 — Imobilizacao covalente da molécula de reconhecimento — neste caso, a proteina

N (nucleocapsideo) do COVID-19.
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8 LigacoOes inespecificas nos sensores label-

free

As ligagoes inespecificas ocorrem quando moléculas presentes na amostra (como
proteinas, lipidios ou &cidos nucleicos), nao especificas aos elementos de bioreconhecimento,
adsorvem-se a superficie do sensor. Esse fendmeno é particularmente critico em biossenso-
res Opticos baseados em SPR, onde a adsorgao nao especifica pode gerar falsos positivos
ou sobreposicao de sinais, mascarando a resposta especifica (HOMOLA, 2008). No caso
da BioSearch, a presenca de interferentes na matriz das amostras levam a adsorcao de
moléculas a superficie cilindrica dos nanobastoes, mediada por interagoes eletrostaticas, e
a ligacoes de baixa afinidade as extremidades dos nanobastoes, mediado por interagoes
fracas devido ao momentaneo encaixe espacial dos interferentes e a molécula de bioreconhe-
cimento ((REVERBERI; REVERBERI, 2007). Tais fenomenos acarretam em alteragoes

nos coeficientes de difusao rotacional dos bastoes, o que causa ruido no sinal.
Causas das Ligacgoes Inespecificas

Interagoes eletrostdticas: Superficies carregadas positivamente (como aquelas reco-
bertas por CTAB, frequentemente utilizado na sintese de AuNbs) atraem moléculas com
carga oposta de maneira nao seletiva (HOMOLA, 2008).

Hidrofobicidade: Areas nao funcionalizadas do sensor podem adsorver proteinas
plasmaticas (como a albumina) por meio de interagoes hidrofébicas do tipo alifaticas,
aromdticas, aminodcidos residuais, lipidica e Van der Waals (DAMBORSKY et al., 2016).
Na alifatica, cadeias apolares tendem a se agrupar no meio aquoso. Anéis aromaticos
interagem entre si por empilhamento paralelo ou em angulo, podendo levar a agregados
estaveis de proteinas ou ligantes aromaticos ao longo da superficie do sensor. Aminoacidos
residuais carregados (como lisina ou arginina) podem estabelecer ligagoes nao especificas
na regiao de biorreconhecimento. Moléculas anfipaticas como os lipidios tendem a se
organizar em micelas e bicamadas préximos a superficie do sensor, podendo gerar ruido na
resposta do sensor. Ja as forcas de Van der Waals, resultantes de flutuagoes temporarias na
distribuicao eletronica das moléculas, promovem interacoes atrativas de curto alcance entre
a superficie do sensor e grupos funcionais apolares das biomoléculas presentes na amostra.
Embora essas interagoes sejam energeticamente fracas de forma individual, seu carater
cumulativo pode gerar adsorc¢oes significativas, especialmente em matrizes biologicas
complexas (ISRAELACHVILI, 2011)

Proteina funcionalizadora: Mesmo apods a imobilizacao especifica da proteina cap-

turadora (como anticorpos ou antigenos), pode ocorrer ligacao inespecifica causada por
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desnaturacao parcial, orientacdo inadequada da proteina ou adsorcao em sitios carregados
da superficie funcionalizada. Essas interagoes proteina—proteina e eletrostaticas residuais,
apesar de fracas, aumentam o sinal de fundo e comprometem a seletividade do biossensor,

principalmente em amostras complexas como soro e plasma (LICHTENBERG et al., 2019;
CONTRERAS-NARANJO; AGUILAR, 2019).

8.1 Abordagens utilizadas na mitigacao das interacdes inespecificas

A ocorréncia de ligagoes inespecificas constitui um dos principais obstaculos a
aplicacao clinica de biossensores label-free, comprometendo tanto a sensibilidade quanto a
especificidade das analises. Esses fenomenos decorrem de interagoes fisico-quimicas entre
componentes da matriz bioldgica e a superficie sensora, gerando ruidos nos sinais que
mascaram a deteccao do alvo molecular. Neste contexto, pesquisas recentes tem convergido
para abordagens multifatoriais que combinam principios de engenharia de superficies com

otimizacao de parametros experimentais:

« Modificag¢oes de superficie com polimeros antifouling: Uma das estratégias
envolve o uso de revestimentos hidrofilicos, como o polietilenoglicol (PEG) e seus
derivados (ténica antifouling). Esses materiais, frequentemente organizados em cama-
das auto-organizadas (SAMs), formam uma barreira altamente hidratada que inibe a
aproximagao e adsorcao nao especifica de proteinas, conferindo maior especificidade
e estabilidade as superficies dos sensores (SOLER; LECHUGA, 2022). Contudo,
em fluidos bioldgicos integrais, como soro e plasma, as camadas baseadas em PEG
podem apresentar limitagoes, como degradacao oxidativa em aplicagoes de longo
prazo (LIU et al., 2019). Alternativas como polimeros zwitterionicos (materiais
com cargas positivas e negativas balanceadas em sua estrutura, oferecendo alta
hidrofilicidade, resisténcia a adesdo indesejada (fouling) e biocompatibilidade) tém
sido exploradas para melhorar a resisténcia as ligacoes inespecificas em condi¢oes
desafiadoras (SOLER; LECHUGA, 2022; LIU et al., 2019).

« Bloqueio com proteinas inertes: Protocolos convencionais empregam albumina
sérica bovina (BSA) para saturar sitios de adsorgao remanescentes apds a funcio-
nalizacao primaria. Em sensores label-free, praticas de bloqueio utilizam misturas
otimizadas: apds bloqueio inicial com BSA, realiza-se enxague com Tween-20 em
PBS. Estratégia que demonstrou reduzir substancialmente o ruido de fundo antes da

deteccao, mantendo a especificidade do sinal (Drexel University, 2016).

« Otimizacdo de pardmetros fisico-quimicos (forca i6nica e pH): O ajuste
das condigoes fisico-quimicas da solucao, especialmente a forca ionica e o pH, tem

se mostrado uma estratégia para mitigar interagoes inespecificas em biossensores
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label-free. A forga ionica, geralmente modulada pela concentracao de NaCl, influencia
o comprimento de Debye, ou seja, o alcance das interagoes eletrostaticas entre
biomoléculas e a superficie sensora. Aumentos na concentracao salina reduzem esse
comprimento, atenuando a atracao de interferentes carregados presentes na matriz
biologica e diminuindo a adsorcao nao especifica e o pH ajusta a carga liquida
das biomoléculas e da superficie, favorecendo repulsoes eletrostaticas que também
diminuem a adsorcao indesejada.(VASILESCU et al., 2025).

8.2 Proposta de mitigacao das interacoes inespecificas: Nanoclean-

SEers

Diferentemente dos métodos apresentados anteriormente, a proposta de mitiga-
¢ao das interagoes inespecificas na plataforma 6ptica BioSearch baseia-se em uma nova
metodologia que utiliza particulas denominadas Nanocleansers. Esses sao AuNbs com mor-
fologia mais alongada, apresentando comprimento aproximado de L ~ 60nm e diametro
d ~ 12nm, o que desloca seu pico de ressonancia plasmonica para comprimentos de onda

superiores a 800 nm, fora da faixa de deteccao da plataforma BioSearch.

A estratégia consiste na adi¢ao prévia do Nanocleanser a amostra de matriz
complexa (como soro humano). Os interferentes presentes na amostra se ligam preferenci-
almente a regiao cilindrica do Nanocleanser por meio de interacoes eletrostaticas, devido a
carga residual positiva conferida pela presenca de surfactante CTAB. Apds essa etapa de
pré-adicao, a amostra contendo Nanocleanser e matriz complexa é adicionada a solugao
contendo os biossensores. Como os interferentes ja foram sequestrados pelo Nanocleanser,
a ocorréncia de ligacOes inespecificas no biossensor é reduzida, resultando em menor ruido

de fundo durante a leitura optica, conforme ilustrado na Figura 16.
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Figura 16 — Representacio da agdo do Nanocleanser como agente limpador
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9 Objetivos

9.1

Objetivo Geral

Desenvolver e validar uma estratégia de mitigacao das interagoes inespecificas,

utilizando nanoparticulas auxiliares (Nanocleansers) em biossensores 6pticos do tipo label-

free, formados por nanobastdes de ouro funcionalizados com a proteina N de SARS-CoV-2,

com aplicagao na plataforma BioSearch para deteccao do anticorpo anti-N em amostras

reais de soro humano.

9.2

Objetivos especificos

Avaliar e quantificar o impacto das interagdes inespecificas nos nanobastoes de ouro
(AuNbs).

Avaliar e quantificar o impacto das interagoes inespecificas nos biossensores funcio-
nalizados com proteina N do SARS-CoV-2 (Covid-19).

Investigar a eficacia da prosposta de abordagem baseada no uso de Nanocleansers
como agentes mitigadores de interagoes inespecificas, bem como identificar e classificar

os fatores que influenciam diretamente sua eficiéncia.

Definir e implementar protocolos experimentais que assegurem a eficacia dos Nano-

cleansers, independentemente da amostra de soro utilizada.

Validar a eficacia da metodologia proposta por meio de experimentos na plataforma
BioSearch, comparando o desempenho analitico em amostras de soro humano negati-
vas e positivas para a presenca do anticorpo anti SARS, com e sem a presenca dos

Nanocleansers.
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10 Metodologia

10.1 Sintese dos Nanoinsumos

10.1.1 Sintese dos Nanobastdes de Ouro

Para a sintese dos nanobastoes de ouro (AuNbs) e Nanocleansers empregados neste
trabalho, o processo foi aprimorado pelo Graduando Enzo Morrison Figueiredo Costa
Jorge. Inicialmente adiciona-se acido clorodurico (H AuCl,, Sigma-Aldrich Corporation,
EUA) a 0,7 mM, seguido de nitrato de prata (AgNOs, Sigma-Aldrich Corporation, EUA)
a 0,1 mM e, por fim, uma solucao de resveratrol 5 mM diluida em &lcool etilico em uma
solucdo de CTAB (Sigma-Aldrich Corporation, EUA) a 49mM. Nesse estdgio, ocorre a
reducao parcial dos fons Au®t para Au™!, evidenciada pela mudanca de coloracdo da
solucao. Subsequentemente, foi introduzida uma solugao aquosa de borohidreto de sédio
(NaBH,4, Sigma-Aldrich Corporation, EUA) a 0,07 mM, mantida a 4°C, promovendo
a nucleagao e a formacao das sementes de ouro, as quais evoluem para o crescimento
anisotropico dos nanobastoes. Apds essa etapa, a solucao foi gradualmente aquecida
até 70°C em banho térmico, permanecendo a essa temperatura por aproximadamente
duas horas para completar o processo de crescimento, resultando em AulNbs de pico de
ressonancia longitudinal em torno de 650 nm . Ressalta-se que a variacao nas concentragoes
de nitrato de prata e borohidreto permite o controle das dimensdes dos nanobastoes
obtidos.

10.1.2 Sintese dos Nanocleaners

A sintese dos Nanocleaners segue o mesmo protocolo reacional utilizado para a
obtencao dos AulNbs descritos anteriormente, diferenciando-se apenas pelas proporg¢oes
dos reagentes empregados. As alteragoes realizadas foram as seguintes: CTAB a 49 mM;
HAuCly a 0,7mM; AgNO;3 a 0,2mM; resveratrol a 5mM e NaBHy a 0,14 mM. Devido
as maiores concentracoes de nitrato de prata e borohidreto de sédio, os Nanocleaners
resultantes apresentam uma morfologia mais alongada, o que desloca o pico de ressonancia

plasmonica de superficie (SPR) para comprimentos de onda superiores a 800 nm.

10.1.3 Obtencao da proteina N recombinante de COVID-19

A proteina N recombinante do SARS-CoV-2 foi gentilmente fornecida pelo Professor
Flavio Guimaraes da Fonseca, do Departamento de Microbiologia da Universidade Federal

de Minas Gerais (UFMG). Durante a execugao do trabalho, foram recebidos diversos lotes
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dessa proteina, cada um contendo 400 pL. em concentragao aproximada de 1mg/mL. Os
lotes foram aliquotados em microtubos estéreis (20uL por aliquota) e armazenados a 70°C
para uso posterior. E possivel estimar seu raio hidrodindmico de valor préximo de 5 nm,

de acordo com a relagao proposta por Erickson (2009):

d=V3x MW

Em que d é o didmetro hidrodindmico da molécula, em nanémetros, e MW ¢é a

massa molecular de 48kDa para a proteina N.

10.1.4 Sintese dos nanossensores para COVID-19

O protocolo de bioconjugacao utilizado neste estudo foi estruturado em trés fases

sequenciais:

1. Inclusdo de um agente funcionalizador (linker) a superficie dos nanobastdes de ouro
(AuNbs)

2. Ativacao quimica do linker

3. Imobilizacao covalente da biomolécula de interesse

Inicialmente, foi preparada uma solugao aquosa de AuNbs a uma concentracao
de 200 pM, mantendo-se uma proporcao entre CTAB e AuNbs de 3.107, parametro
cuidadosamente controlado para garantir a estabilidade coloidal ao longo de todo o processo.
Na etapa de funcionalizagdo, empregou-se o MUA (Sigma-Aldrich), cuja concentragao foi

calculada com base na seguinte expressao:
[MUA] = ‘/inicialAUNbS X [AUNbS]inicial X n X AcalotaAUNbS

Onde n representa a densidade desejada de 0,5 moléculas de MUA por nm?. A estrutura
molecular do MUA apresenta, em extremidades opostas, um grupo tiol (-SH) e um
grupo carboxilico (-COOH). A elevada afinidade do grupo tiol pelo ouro promove sua
ancoragem seletiva nas extremidades dos nanobastoes, uma vez que suas superficies laterais

encontram-se protegidas pela camada de CTAB, impedindo a ligacao lateral.

Para a ligacdo do MUA aos AuNbs, adicionaram-se 3,6 nL. de uma solugdo estoque
de MUA a 20 mM (obtida pela dissolugao de 4,4 mg de MUA em 1 mL de etanol) a solugao
de nanobastoes. A reacao foi conduzida a 25°C sob agitagao lenta durante 12 horas. Apods
esse periodo, a suspensao foi submetida a centrifugacao a 12000G por 12 minutos, para
remover reagentes em excesso e subprodutos, descartando-se o sobrenadante. Por fim, o
pellet obtido foi redisperso no volume original utilizando-se uma solucao aquosa de CTAB

a 10 mM, restaurando-se a estabilidade coloidal da suspensao funcionalizada.
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A etapa subsequente, referente a ativagao do grupo carboxilico presente no MUA,
denominada ativacao por crosslinker, é fundamental para viabilizar a ligacao covalente da
molécula de reconhecimento aos nanobastoes de ouro (AuNbs) mediante a formagao de
ligacoes amidicas. Para esse fim, foi adicionado a solucao de AuNbs funcionalizados com
MUA um volume de EDAC/NHS de uma solugao recém-preparada, composta por 125 nl
de dgua deionizada, 41 mg EDAC (Sigma-Aldrich) e 6 mg de NHS (Sigma-Aldrich). O

volume necessario dessa solucao ativadora foi calculado de acordo com a seguinte relacao:

Volumegpac/nus = [AuNbs] X Vigicia X AcatotaAuNbs  x  n X 2.10%

A reagao de ativagao foi conduzida a 4°C, sob banho ultrassénico e durante 30
minutos, a fim de maximizar a eficiéncia de ativacao dos grupos carboxilicos. Em seguida,
a suspensao foi submetida a centrifugacao a 7000G por 10 minutos, visando a remocao
dos reagentes excedentes e de subprodutos gerados. O precipitado obtido foi redisperso em
CTAB 3mM e adicionado as proteinas-N, na proporcao de 2:1 em relacao a concentracao
de AuNbs, para efetivar o processo de conjugacao bioespecifica. Esta solucao foi entao
mantida a 25°C, em repouso, por um periodo de 12 horas. Ao término do tempo, a solucao
foi centrifugada a 7000G por 7 minutos em miiltiplos ciclos e os biossensores obtidos -

Figura 19 foram redispersos em solucao aquosa de CTAB a 1mM.
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Figura 17 — Esquema ilustrativo do processo de construgdo do nanosensores. O nanobastao
passa pelo protocolo de crosslinker . Fonte: (BATISTA, 2022).

10.2 Caracterizacao dos Nanoinsumos

10.2.1 Caracterizacdo por espectroscopia UV-VIS

A caracterizagdo 6ptica dos nanobastoes de ouro (AuNRs) e dos sensores de-
senvolvidos foi realizada por meio de espectroscopia de absor¢ao no ultravioleta-visivel
(UV-Vis). Quando necessério, as amostras foram previamente diluidas em dgua deionizada,
utilizando-se proporgoes de 1:10 ou 1:20, de acordo com a concentracao inicial de cada

preparacao.

As amostras diluidas foram dispensadas em pocos de uma placa de microtitulagao

de fundo chato (Corning Life Sciences, EUA) e submetidas a leitura espectroscépica no
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equipamento Varioskan LUX (Thermo Fisher Scientific, EUA). As medidas de absorvancia
foram obtidas na faixa de comprimentos de onda de 400 a 900 nm. Os dados espectrais
coletados foram exportados no formato CSV e analisados no software KaleidaGraph
(Synergy Software®, EUA), permitindo a construcao dos espectros de extingao éptica. A
partir da andlise dos espectros, determinou-se o comprimento de onda maximo de absorc¢ao
(Avax), em nandmetros (nm), associado ao modo de ressonancia plasmonica de superficie

localizado (LSPR) longitudinal dos nanobastoes.

O valor de Ay 4x obtido apresenta correlacao direta com a razao de aspecto (AR)
dos AuNRs, conforme preconizado para sistemas com 1,5 < AR < 9. A relagdo entre

Arax € AR foi determinada a partir da equagao proposta por Omi (2012):

Anpax — 467,31 1L
_z 10.1
236 5m 4 (10.1)

A caracterizacao éptica por espectroscopia UV-Vis também permite estimar a massa total

AR = |

de ouro presente na solu¢ao de nanobastdes de ouro (AuNbs). A concentragao de ouro,
expressa em mol /L, pode ser determinada por meio da absorbancia a 400 nm, conforme

descrito por Scarabelli et al. (2015), utilizando a seguinte relagao:

OD4OO nm — & [AU-]

Nessa equacao, OD4ppnm corresponde a absorbancia da solucao nessa faixa espectral,
[Au] representa a concentragdo total de ouro e a é o coeficiente angular da reta de
calibracdo, cujo valor é 0,0024 OD - M~!. Essa relacio linear resulta da excitacdo das
transi¢oes interbanda do ouro metalico e apresenta alta correlacdo com a concentracao
real de ouro na amostra, com coeficiente de Pearson’s R? > 0,994. O modelo foi validado

experimentalmente por espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado

(ICP-MS) (BATISTA, 2022).

10.2.2 Medida Potencial Zeta

As medigoes de potencial zeta foram realizadas por meio da adi¢do de 650 uLL da
solucao a ser analisada, composta por AuNBs na concentragao de 50 pM, diluidos em
tampao contendo Tris(hidroximetil)aminometano (TRIS) em 10 mM, Acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) em 1 uM e CTAB em 3mM, em uma cubeta Omega Cuvette. As
leituras foram realizadas no equipamento Anton Paar — Litesizer™ 500. Para cada etapa
de adicao de 5 uLi de soro, foram obtidas 50 medicoes consecutivas de potencial zeta, das

quais se calcularam a média e a incerteza correspondente a cada ponto experimental.



10.2. CARACTERIZACAO DOS NANOINSUMOS 41

10.2.3 Leitura do Tamanho L na Plataforma BioSearch

Nanobastoes de ouro recém-sintetizados foram submetidos a analise por DDLS
na plataforma BioSearch, com o objetivo de determinar seu tamanho caracteristico L,
conforme equagao 5.5 discutida. Para tal, os AuNbs foram previamente diluidos em agua
deionizada na proporc¢ao 1:10 e dispensados em pocos de uma placa de 96 pocos com fundo
chato (Corning Life Sciences, EUA). Cada medi¢ao corresponde a média de 10 fungoes
de autocorrelagdo temporal da intensidade (FACTT), adquiridas automaticamente pelo

hardware da plataforma.

10.2.4 Leitura volumétrica na plataforma BioSearch

As amostras de nanobastoes de ouro ou os sensores previamente diluidos em um
meio contendo TRIS (10 mM), EDTA (1 uM) e CTAB (3 mM), tipicamente a uma
concentragao de 50 pM, foram dispensadas em volumes de 330 pL nos pogos de uma
placa de microtitulagdo de fundo chato (Corning Life Sciences, EUA). A cada adigao
incremental de 5 ul. de amostras de soro (negativo ou positivo), foram realizadas dez
medidas consecutivas da func¢ao de autocorrelagao temporal da intensidade de espalhamento,
processo conduzido automaticamente pelo equipamento utilizado. Apds a aquisicao dos
dados, a média das dez medidas foi obtida e o tempo total necessario para a obtencao e

visualizacao dos resultados para cada adicdo de soro foi de aproximadamente 2 minutos.

10.2.5 Leitura temporal na plataforma BioSearch

De forma analoga ao procedimento de medi¢ao volumétrica utilizado na plataforma
BioSearch: as amostras contendo nanobastoes de ouro funcionalizados ou os sensores,
previamente diluidos em um meio composto por TRIS (10 mM), EDTA (1 uM e CTAB
(3 mM), em uma concentragao final tipica de 50 pM, foram dispensadas em volumes de
330 pL nos pogos de uma placa de microtitulagao de fundo chato (Corning Life Sciences,
EUA). Em seguida, um volume fixo de 25 uL de amostra de soro (positiva ou negativa) foi
adicionado ao mesmo pocgo, e a medicao temporal foi conduzida continuamente durante
um intervalo de 10 minutos. Nesse periodo, foram adquiridas aproximadamente 40 curvas

de autocorrelagao da intensidade de espalhamento.

10.2.6 Definicao da concentracdo dos nanobastbes de ouro

Utilizando os parametros fisicos obtidos por espectroscopia UV-Vis: a razao de
aspecto (AR) e a concentragao de ouro [Au], juntamente com o comprimento L dos
nanobastoes, determinado por meio das leituras realizadas na plataforma BioSearch e,
assumindo a geometria ilustrada na Figura 7, é possivel calcular as demais grandezas

necessarias para a estimativa da concentracao de nanobastoes e biossensores.
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A dimensao d foi obtida a partir de AR e L, conforme a equacao 3.3, enquanto o
volume do nanobastao foi determinado utilizando-se as equagoes 3.2. Com esses parametros,
a concentragdo dos nanobastoes ([AuNbs]) pode ser calculada por meio da seguinte

expressao:

[Au] ’ MM % 10721 Lﬂlg

AuNbs| =
[ ! S] PAu * VAuNBs -A cm?

(10.2)

em que:

e« MM =196,97g/mol.

pan = 19,27 g/cm® é a densidade do ouro.

o A=6,022 x 10* mol™! é o niimero de Avogadro.

e Vaungs € 0 volume do nanobastao de ouro, calculado a partir de sua geometria e a

equacao 3.2.

10.2.7 Definicao da concentracao dos Nanocleasers

Como discutido anteriormente, o calculo da concentracao dos AuNbs requer os
parametros geométricos AR e L. No entanto, para os Nanocleansers, a obtencao experi-
mental do pardmetro L nao é viavel, uma vez que esses apresentam um pico de ressonancia
plasmonica longitudinal fora da faixa de deteccao da plataforma BioSearch. Dessa forma,
foram adotadas estimativas com base na literatura. Segundo (??), nanobastées de ouro
com dimensoes aproximadas de L = 60nm e d = 12nm geram picos de ressonancia acima
de 800nm. Considerando que os Nanocleansers apresentam comportamento espectral
semelhante, foram utilizados esses valores como aproximagoes para L e d no calculo da
concentracao. Com base nesses parametros e empregando a equacao 7.2, foi possivel estimar

a concentracao dos Nanocleansers de forma aproximada.

10.3 Protocolos

10.3.1 Protocolo de Lavagem

O protocolo de lavagem do Nanocleanser consiste em uma série de cinco etapas
de centrifugacao a 15.000 g durante 15 minutos cada. Nas duas primeiras centrifugacgoes,
apenas o pellet lateral é coletado e redisperso em solucdo de CTAB a 1mM. Nas trés
lavagens subsequentes, todo o contetido precipitado é recuperado e redisperso na mesma
solucdo de CTAB (1 mM). Esse ciclo completo de cinco lavagens visa a remogao eficiente
do excesso de CTAB presente na suspensao, condi¢ao essencial para garantir a eficicia do

Nanocleanser como agente limpador, minimizando interagoes inespecificas.
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10.3.2 Protocolo Ajuste de Concentracao

Como a eficicia do Nanocleanser também esta sujeita a sua concentragao de
atuacao, o protocolo de ajuste de concentracao visa realizar medidas da variacao da
grandeza 7 com o objetivo de delimitar sua janela de eficacia. Para isso, utiliza-se uma
amostra negativa e uma amostra positiva, submetidas a diferentes concentragoes do
Nanocleanser: 5.000 pM, 10.000 pM, 15.000 pM e 20.000 pM. As leituras foram realizadas
de forma temporal na plataforma BioSearch. A partir desses dados, foi possivel determinar
a faixa de concentracao na qual o Nanocleanser apresentou desempenho ideal na supressao

de interacoes inespecificas, sem comprometer a deteccao de interagoes especificas.
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11 Resultados e Discussoes

11.1 Biossensores, Nanocleansers e Amostras

Os AuNbs sintetizados, de acordo com a se¢ao X, e utilizados neste trabalho
apresentaram o pico de LSPR-L em aproximadamente 658 nm, conforme ilustrado na
Figura . A Figura X apresenta o espectro de extin¢ao dos biossensores utilizados neste
trabalho, no qual é possivel observar um pequeno deslocamento do modo do modo LSPR-T,
quando comparado ao AuNbs (Figura X), é atribuido ao processo de funcionalizacao das
extremidades dos AuNbs com a proteina N do SARS-CoV-2.
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Figura 18 — Espectro UV-VIS dos Nanobastoes de ouro utilizados, demonstrando o pico de
ressonancia transversal (primeiro e menor pico) e o pico de ressonincia longitudinal
(segundo e maior pico).

Os Nanocleaners foram sintetizados conforme descrito em [referéncia X]. Devido
ao seu formato mais alongado, essas nanoestruturas apresentam o pico de LSPR-L em
comprimentos de onda superiores a 800 nm. Todos os Nanocleaners ilustrados na Figura

X foram empregados nas andlises realizadas neste trabalho.
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Figura 19 — Espectro UV-VIS dos biossensores utilizados utilizados com informagdes sobre seus
parametros.
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Figura 20 — Espectro UV-VIS dos Nanocleansers utilizados representando o pico de ressonancia
longitinal maximo Apsrax.

As amostras utilizadas neste estudo foram gentilmente fornecidas pelo professor
Flavio Guimaraes da Fonseca do CTVacinas. O quadro a seguir apresenta os resultados
dos testes diagnosticos de RT-PCR e ELISA, utilizados como padrao de referéncia para a

analise das mesmas na plataforma BioSearch.
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Tabela 2 — Resultados dos testes de PCR e ELISA para as amostras utilizadas.

Soro Resultado RT-PCR | Resultado ELISA
Soro Negativo 1 Negativo Negativo alto
Soro Negativo 2 Negativo Negativo baixo
Soro Negativo 3 Negativo Negativo baixo
Soro Negativo 4 Negativo Negativo alto
Soro Negativo 5 Negativo Negativo baixo
Soro Negativo 6 Negativo Negativo baixo
Soro Negativo 7 Negativo Negativo baixo
Soro Negativo 8 Negativo Negativo alto
Soro Positivo 1 Positivo Positivo baixo
Soro Positivo 2 Positivo Positivo alto
Soro Positivo 3 Positivo Positivo baixo
Soro Positivo 4 Positivo Positivo baixo
Soro Positivo 5 Positivo Positivo alto

11.2 Ligacoes inespecificas

11.2.1 Adsorcao de interferentes na area cilindrica dos nanobastdes de ouro

ndo funcionalizados (AuNbs)

Para investigar exclusivamente o efeito das liga¢Oes inespecificas na drea do cilindro
foram realizadas medidas utilizando nanobastdes de ouro nao funcionalizados (AuNbs),
de acordo com a sintese descrito em 10.3.1. Os nanobastoes foram diluidos para uma
concentragao final de 50 pM, em uma solu¢ao contendo TRIS (10 mM), EDTA (1 uM
e CTAB (3 mM), garantindo um meio adequado para a dispersao e estabilidade das

nanoparticulas.

As medidas da variacao da grandeza 7 foram conduzidas seguindo o protocolo
de titulacao volumétrica descrito em 10.2.4 na Plataforma BioSearch. Para garantir a
reprodutibilidade dos resultados, foram realizados experimentos em triplicata e utilizados
dois soros negativos distintos (Soro negativo 1 e Soro negativo 2) em diferentes diluigdes
em PBS (1:500, 1:1000 e 1:2000), em pH 7.4, mantendo-se a mesma configuragao de solugao
de nanobastoes de ouro para ambos. Todos os dados apresentados neste capitulo estao
em funcao da grandeza Ar, como discutido na se¢ao 5.2, grandeza essa inversamente
proporcional a difusividade rotacional dos nanobastdes de ouro e relacionada as dimensoes
dos AuNbs/biossensores. Alteragdes em A7 implicam, diretamente, em variagoes no

tamanho dessas estruturas.

De acordo com o capitulo 5.2, a plataforma BioSearch apresenta uma sensibilidade
significativamente maior a ligagbes nas areas das extremidades semiesféricas do que na area

cilindrica dos AuNbs. No caso dos nanobastoes nao funcionalizados, observa-se somente
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Figura 21 — Representagao das ligagoes inespecificas em torno da regido cilindrica em um
nanobastao de ouro (AulNbs).

a ocorréncia da adsor¢ao de biomoléculas ao longo de sua area cilindrica em razao da
carga residual positiva do CTAB adsorvido nessa superficie (em pH 7.4) - Figura 21. A
existéncia de tal carga, embora essencial para a manutencao da estabilidade coloidal das
nanoparticulas, favorece interagoes por adsorcao, entre AulNbs e interferentes tipicos de
matrizes biologicas, como proteinas, através ligacao eletrostatica, ja que essas biomoléculas,

como a albumina (principal proteina do soro humano) carregam carga liquida negativa em
condigbes de pH fisiol6gico (MAPIOUR; ABDELRASOUL, 2023).

A Figura 22 apresenta os resultados da analise das interagoes inespecificas na regiao
cilindrica dos nanobastoes de ouro (AuNbs), obtidos a partir da adi¢gdo de duas amostras
distintas de soro negativo: Soro Negativo 1 (Figura 22.a) e Soro Negativo 2 (Figura 22.b).
Para cada amostra, foram testadas trés diluigoes diferentes: 1:500 (curva em amarelado),
1:1000 (curva em cinza escuro) e 1:2000 (curva em cinza claro). Observa-se que todas as
condigoes convergem para uma mesma faixa de valor de A7. Esse comportamento indica
que, independentemente da amostra negativa utilizada ou da concentracao aplicada, a
resposta do sistema as interagdes inespecificas ao longo da area cilindrica tende a saturagao,

estabilizando-se em aproximadamente A7 = (15 %+ 1)us.

Para avaliar o impacto das liga¢oes inespecificas na area do cilindro em relacao a
estabilidade dos nanobastoes, foi medido o potencial zeta médio das amostras, conforme o
protocolo descrito em 10.2.2. Os resultados apresentados na Figura 23 indicam que, além
de gerar um sinal caracteristico de ruido em A7 = (154 1) us, como ja discutido, essas
interagoes também afetam a estabilidade do sensor, levando a redugao da carga residual
da nanoparticula. Isso ¢ evidenciado, na Figura 23, pela queda no valor do potencial zeta
dos nanobastdes de ouro: inicialmente em torno de (35 + 3) mV, que, apds a adigao de

40 pli de Soro Negativo 1, diminui para aproximadamente (10 + 3) mV.
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Figura 22 — Variacdo de 7 por adicdo volumétrica de soro negativo em uma solugdo de nano-
bastoes de ouro nao funcionalizados (AuNbs).

Nanoparticulas cuja carga residual positiva apresentam valor abaixo de +30mV
tendem a apresentar menor estabilidade coloidal (PANZADE; THAKKAR; WANJALE,
2016). Esse fendmeno impacta diretamente as medidas realizadas pela plataforma BioSearch,
uma vez que nanobastoes instaveis tendem a se agregar e precipitar, interrompendo o
movimento browniano — base da técnica de Espalhamento Dinamico de Luz Despolarizada
(DDLS) utilizada pela plataforma.

Para verificar a ocorréncia de agregacao das nanoparticulas de ouro em decorréncia
das ligacOes inespecificas na regiao cilindrica, foram obtidos, por meio da plataforma
BioSearch, dados da grandeza C, simultaneamente as medidas da variacdo de 7. Conforme
(BATISTA, 2022), o parametro Cy avalia a qualidade do espalhamento e estd diretamente
relacionado a densidade de particulas espalhadoras na amostra. Assim, em casos de
agregacao, observa-se uma queda acentuada nos valores de Cjy em relagao ao valor basal
(medido antes da adigdo do soro), uma vez que a agregagao reduz a densidade efetiva de

particulas dispersas no meio por se precipitarem.

O resultado apresentado na Figura 24 demonstra que, independentemente da
amostra utilizada — Soro Negativo 1 (Figura 24.a) ou Soro Negativo 2 (Figura 24.b),
a adicao de soro e, consequentemente, o aumento das ligagoes inespecificas na regiao
cilindrica promovem uma diminuicao na densidade de nanobastoes capazes de espalhar
luz, indicando a ocorréncia de agregagao. Além disso, observa-se que esse comportamento
independe da concentragdo, uma vez que todas as curvas (amarelada — 1:500, cinza escuro —

1:1000 e cinza claro — 1:2000) apresentam redugao progressiva da grandeza Cj a medida que
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Figura 23 — Potencial Zeta de uma solucdo de nanobastoes de ouro ndo funcionalizados em
funcdo da adi¢ao de volumes de Soro Negativo 1.
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Figura 24 — Valores de C por adi¢ao volumétrica de soro negativo em uma solugdo de nano-
bastoes de ouro nao funcionalizados (AuNbs).



11.2. LIGACQOES INESPECIFICAS 50

se adiciona soro. Independente do soro negativo utilizado, a grandeza Cj, que representa a
densidade efetiva dos AuNbs livres em solu¢ao, apresentou uma reducao da ordem de 30%,
sugerindo a ocorréncia de interacoes inespecificas ou agregacao parcial mesmo na auséncia

do analito-alvo.

E importante ressaltar que, embora tenha ocorrido agregacao, ela nao foi total,
visto que os valores de Cj diminuiram, mas nao atingiram o limite inferior de sensibilidade
operacional do equipamento BioSearch: valor de 1000. A queda dessa grandeza implica
que uma fracdo dos nanobastoes presentes na solugao sofreu agregacao e subsequente
precipitacao. No entanto, como o valor remanescente de Cj permaneceu acima do limite
de sensibilidade da plataforma, os biossensores restantes permaneceram suficientemente
dispersos em solugao para viabilizar a deteccao optica. Além disso, a medida do potencial
zeta representa uma média da carga residual das particulas, a agregacao resultante da
diminui¢do da carga para aproximadamente +10 mV nao indica que todas as particulas
perderam a estabilidade. Ainda ha uma fracao de nanobastoes com potencial zeta superior
a +25 mV, valor suficiente para garantir a estabilidade coloidal local e permitir as medigoes

na plataforma.

Por fim, com base na secao 5.2, é possivel plotar a curva tedrica da variacao do
didmetro d da regiao cilindrica dos nanobastoes em funcao da variagao da grandeza AT,
considerando um valor observado de 15 ps - Anexo A. Na Figura 25, observa-se que,
partindo de um didmetro inicial de (17 £+ 1) nm e comprimento L fixo em 40nM para o
AuNbs (ponto representado em verde), uma variacdo de A7t de (15+ 1) us corresponde a
um novo valor de d igual a (27 £ 1) nm (ponto em vermelho). Isso representa uma variacao
dimensional de aproximadamente 10 nm, atribuida ao aumento efetivo do tamanho do
nanobastao devido a ocorréncia de liga¢Oes inespecificas na regiao da area cilindrica. A
proposta de categorizar teoricamente o aumento real causado pelos interferentes contribui
para aumentar a acuracia do modelo, permitindo que a plataforma BioSearch seja mais
precisa na identificagdo de aumentos em 7 associados exclusivamente a interacao especifica

com o analito.
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Figura 25 — Curva tedrica da variagdo do tamanho do didmetro d da area cilindrica do nano-
bastao de ouro AuNbs em funcao da variagdo de 7.
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11.2.2  Ocorréncia de ligacdes inespecificas nos biossensores (Nanobastbes de

ouro funcionalizados)

Para investigar a ocorréncia das interacoes inespecificas nos biossensores foram
realizadas novas medidas da variacao da grandeza 7 utilizando o biossensor desenvolvido
para a deteccao da COVID-19, funcionalizado com a proteina N, conforme o protocolo
descrito em 10.3.4. No contexto de biossensores, para que ocorra uma ligagao especifica
entre antigeno e anticorpo, é necessario que haja multiplas interacoes fracas simultaneas,
viabilizadas por uma complementaridade espacial adequada entre suas superficies (RE-
VERBERI; REVERBERI, 2007). Em condigoes de baixissima forga idnica (I < 0,04),
interferentes presentes no soro humano podem interagir de forma fisico-quimica nao direci-
onada com o antigeno, resultando em reagoes falso-positivas por agregacao inespecifica
(REVERBERI; REVERBERI, 2007) na area semiesférica das extremidades (Figura 26),

devido a presenca da proteina N como antigeno.
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Figura 26 — Representacdo das ligagoes inespecificas da regidao cilindrica e semiesférica do
biossensor para Covid-19.

Foram tituladas duas amostras de Soro Negativo (Soro Negativo 1 e Soro Negativo
3), seguindo o mesmo protocolo previamente estabelecido de medida volumétrica e diluigao
em PBS. Os resultados obtidos na Figura 27 demonstraram que, tanto os dados em (a),
utilizando o Soro Negativo 1, quanto os dados em (b), utilizando o Soro Negativo 3,
apresentam um aumento expressivo da grandeza A7 em funcao do aumento de volume de
amostra adicionada. Observa-se que os valores ultrapassam 200 us para a curva amarelada
(diluicao de 1:500), 100 ps para a curva em cinza escuro (dilui¢do de 1:1000) e 50 s
para a curva em cinza claro (dilui¢do de 1:200). Ou seja, fica evidente que as interagoes

inespecificas tém um impacto muito mais significativo sobre os biossensores, o que ja era
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Figura 27 — Variacdo de 7 por adi¢do de soro negativo em um biossensor de COVID-19 em
50pM

esperado, devido a presenca das proteinas nas suas extremidades. Diferentemente dos
AuNbs nao funcionalizados, nos quais as ligacoes inespecificas tendem a saturagao em
AT = 15us, os valores observados para o biossensor funcionalizado apresentam tendéncia

de estabilizacao muito maior.

Esse efeito ocorre ao fato de que, por se tratar agora de um biossensor, ou seja,
funcionalizado com um elemento bioldgico, ocorrem interagoes entre estruturas biologicas
presentes no soro e a proteina N na extremidade semiesférica, mesmo que de forma
inespecifica. A plataforma BioSearch é particularmente mais sensivel as variagoes que
ocorrem nas extremidades semiesféricas, como discutido no capitulo 5.2, o que explica
por que os valores de A7, na Figura 27, sdo significativamente maiores do que aqueles
causados apenas por interacdes inespecificas na regiao cilindrica, como observado no
caso do nanobastao de ouro, na Figura 22, para as mesmas concentracoes de soro. Além
disso, a diluicdo das amostras também se mostrou um fator relevante. Amostras com
menor diluigdo, como a curva em verde (diluigao 1:500), apresentam um ntmero maior
de interagoes inespecificas, uma vez que contém uma concentragao mais elevada de

interferentes.

Para avaliar o impacto das liga¢oes inespecificas na estabilidade do biossensor, foram
analisados, além das variacoes da grandeza 7, obtidas na Figura 27, os valores associados a
grandeza Cy. Na Figura 28.a, observa-se que, independentemente da concentracgao utilizada,
representada pelas curvas em amarelado (1:500), cinza escuro (1:1000) e cinza claro (1:2000),

os valores de Cj sofrem uma queda acentuada, partindo de niveis basais superiores a 12.000
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Figura 28 — Valores de Cj por adicao volumétrica de soro negativo em uma solucdo de biossen-
sores

e atingindo valores proximos a 2.000 apds a adigao de 40uls de Soro Negativo 1. Na Figura
28.b, o comportamento é semelhante: o valor basal de Cj, inicialmente em torno de 10.000,

também ¢ drasticamente reduzido apés a adicao de 40uL. de Soro Negativo 3.

Esses resultados indicam que, além das interagoes inespecificas na regiao cilindrica,
responsaveis por variagoes de até AT = 15us, conforme discutido na segdo anterior, ocorrem
também interagoes inespecificas na regiao semiesférica das extremidades do sensor - Figura
26. Esse conjunto de interacoes promove uma desestabilizacao mais intensa do biossensor
funcionalizado, uma vez que os valores de Cy observados sao significativamente menores
do que aqueles obtidos para os AuNbs nao funcionalizados (Figura 22), nos quais apenas

a regiao cilindrica esta envolvida nas interagdes inespecificas.
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11.3 Influéncia do CTAB na eficacia da acao do Nanocleanser

Para mitigar as interacoes inespecificas no biossensor label-free aplicado a plata-
forma Biosearch, foi proposto a utilizagdo de uma solug¢ao de Nanocleansers, como discutido
em 8.2, adicionada previamente as amostras tituladas aos nanobastoes/biossensores, sinte-

tizado conforme descrito n

o capitulo 10.3.4. O papel do Nanocleanser é atuar como agente limpador, sendo
responsavel por interagir previamente com os interferentes presentes nas amostras biologicas.
Devido a presenca de carga residual em sua superficie, os Nanocleansers sao adicionado
inicialmente as amostras de soro, de modo que os interferentes sejam adsorvidos as
suas laterais. Esse mecanismo diminui significativamente a quantidade de biomoléculas
interferentes que interagem posteriormente com os biossensores, promovendo, assim, a

supressao das ligagoes inespecificas durante a etapa de deteccao - Figura 16.

As medidas da grandeza At foram realizadas utilizando o sensor de COVID-19,
seguindo o protocolo volumétrico previamente descrito, com adi¢do do Soro Negativo 1
diluido em PBS, nas proporg¢oes: 1:500, 1:1000 e 1:2000. Além disso, foram testados dois
tipos de Nanocleansers (Nanocleanser 1.a e Nanocleanser 1.b), ambos derivados de uma
mesma sintese original. Apesar de terem a mesma origem, esses Nanocleansers passaram
por processos de lavagem distintos e portanto, concentragoes distintas de CTAB nas suas

solugoes.

A partir da analise dos dados da Figura 29, observa-se que, independentemente
da concentragao de Soro Negativo 1 utilizada (20.a - 1:500, 20.b - 1:1000 ou 20.c -
1:2000) ou da concentragao aplicada do Nanocleanser (1000pM, 500pM ou 250pM), o
Nanocleanser 1.a demonstrou desempenho eficaz na mitigacdo das interagoes inespecificas.
Esse comportamento ¢é evidente nos trés gréaficos (a, b e ¢), nos quais as curvas representadas
em amarelado apresentam valores de A7 que nao excedem 15us. Tal resultado indica que o
Nanocleanser 1.a foi capaz de suprimir eficientemente as interagoes inespecificas na regiao
semiesférica da extremidade do sensor, pois a resposta obtida é praticamente idéntica
a observada para o nanobastao de ouro nao funcionalizado (Figura 22), o que reforca a
conclusao de que as interacgoes inespecificas residuais, pés acao efetiva do Nanocleanser,

ocorreram exclusivamente ao longo da area cilindrica lateral dos nanobastoes.

Por outro lado, o Nanocleanser 1.b, apesar de ter sido originado a partir da mesma
sintese do Nanocleanser 1.a, apresentou um desempenho insatisfatério. A analise dos dados
apresentados na Figura 29 revela que, em todos os trés graficos (a, b e ¢), os valores de At
associados ao Nanocleanser 1.b aumentaram de forma expressiva, ultrapassando 200 us
nas curvas representadas em alaranjado em 20.a e 20.b, e superando 100 us na curva
alaranjada em 20.c. E importante destacar que o menor valor observado nessa tltima

curva se deve ao maior grau de dilui¢cao da amostra (1:2000) que reduz a quantidade de
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Figura 29 — Variagdo de 7 por adi¢do de Soro Negativo 1 com Nanocleanser 1 em um
biossensor de COVID-19 em 50pM

interferentes presentes e, portanto, a intensidade das interacoes inespecificas. De forma
geral, os resultados indicam que o Nanocleanser 1.b apresentou baixa eficacia como agente
de limpeza, falhando em mitigar adequadamente as interagoes inespecificas tanto na regiao
semiesférica da extremidade quanto ao longo da area cilindrica do sensor. Essa limitacao
comprometeu substancialmente sua capacidade de reduzir os efeitos indesejados sobre o

sinal gerado.
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Por fim, todas essas diferencas observadas podem ser atribuidas aos distintos
protocolos de lavagem (centrifugar e ressuspender o pellet de nanobastoes/biossensores em
outra amostra) aplicados ao Nanocleanser 1.a e ao Nanocleanser 1.b. O Nanocleanser 1.a
foi lavado cinco vezes e redisperso em agua filtrada, enquanto o Nanocleanser 1.b foi lavado
somente uma vez e redisperso em agua filtrada. Essas quantidades diferentes de lavagem
influenciam diretamente a quantidade residual de CTAB presente na solucao final. Ha
uma hipdtese que uma maior concentragao de CTAB, por formar miscelas (MOVCHAN
et al., 2012), envolva o Nanocleanser e impega sua agao na limpeza dos interferentes da
amostra - Figura 30. Dessa forma, apesar de terem sido originados da mesma sintese, os
Nanocleansers apresentaram eficacias distintas devido as diferencas nas concentragoes
residuais de CTAB, devido a lavagens diferentes, o que comprometeu a funcionalidade do

Nanocleanser 1.b.
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Figura 30 — Representagao da ineficiéncia do Nanocleanser como agente limpador com alta
concentragao de CTAB

Com o objetivo de validar a influéncia do CTAB na eficicia do Nanocleanser, ou
seja, demonstrar que os diferentes protocolos de lavagem realmente impactam diretamente
no seu desempenho como agente limpador, um novo lote de Nanocleanser foi submetido a
distintas condigoes de lavagem, permitindo a comparacao de suas eficiéncias na supressao
das interacoes inespecificas. Foi adotado o mesmo protocolo de medicao volumétrica
descrito anteriormente, utilizando o sensor funcionalizado para deteccao da COVID-19, na
concentracao de 50 pM. Para essa analise, o Nanocleanser 2 foi submetido a trés diferentes
procedimentos de lavagem, resultando em trés variantes: Nanocleanser 2.a, 2.b e 2.c, porém
todas na mesma concentracao de 500pM. Apds a sintese, os Nanocleansers apresentam
uma concentracao residual de CTAB préxima de 25mM. Um maior nimero de etapas de

lavagem resulta em uma reducdo mais significativa da concentracao desse surfactante. O
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Nanocleanser 2.a foi submetido a uma tnica etapa de lavagem e posteriormente redisperso
em agua filtrada. O Nanocleanser 2.b passou por cinco ciclos consecutivos de lavagem,
sendo igualmente redisperso em agua filtrada. J4 o Nanocleanser 2.c foi lavado duas vezes
e, assim como os demais, redisperso no mesmo meio. Foi utilizado o Soro Negativo 1 na
concentracao de 1:1000, diluido em PBS.

Os resultados obtidos, apresentados na Figura 31, indicam que apenas o Nanocle-
anser 2.b demonstrou acao eficaz como agente de limpeza, evidenciado pela sua curva em
roxo escuro, que apresenta um A7 estabilizado em aproximadamente 15 us. Esse valor é
compativel com interagoes inespecificas restritas a regido cilindrica lateral do sensor, como
discutido previamente na se¢ao 11.1.1 . Por outro lado, os Nanocleansers 2.a e 2.c nao
apresentaram desempenho satisfatorio. Suas curvas, em roxo claro e rosa claro, respec-
tivamente, ultrapassaram 200 us de A7, valor caracteristico de interagoes inespecificas
abrangendo tanto a superficie cilindrica quanto a area semiesférica da extremidade do
sensor. Esse comportamento sugere a ocorréncia de interagoes entre componentes biologicos
residuais presentes na amostra e a molécula de bioreconhecimento: a proteina-N. Dessa
forma, os dados reforcam que o protocolo de lavagem e, portanto, a quantidade residual
de CTAB presente na solucao final, ¢ um parametro critico na determinagao da eficacia
do Nanocleanser, visto que o Nanocleanser 2.b, submetido ao maior niimero de etapas de
lavagem e, consequentemente, com menor concentracao residual de CTAB em sua solugao,

foi o Uinico a apresentar a eficacia desejada na supressao das interagoes inespecificas.
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Figura 31 — Variacdo de 7 por adigao de Soro Negativo 1 com Nanocleanser 2.a, 2.b e 2.c
em um biossensor de COVID-19 em 50pM.

Para confirmar que a eficacia observada do Nanoblocker 2.b em 500pM nao estava
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Figura 32 — Variagao de 7 por adigdo de Soros negativos(4 e 5) com Nanocleanser 2.b em
um biossensor de COVID-19 em 50pM.

condicionada a um tipo especifico de amostra negativa, o mesmo foi testado em outras
duas amostras distintas de soro negativo (Soro Negativo 4 e Soro Negativo 5), na concen-
tragao de 1:1000, diluido em PBS. Os resultados apresentados na Figura 32 demonstram
uma excelente capacidade de limpeza do Nanocleanser 2.b, sendo ele capaz de eliminar
completamente as interacdes inespecificas em amostras negativas distintas, pois tanto as
curvas em roxo escuro, nos graficos a e b, indicam uma saturacao do A7 em até 10us. E
importante destacar que, por se tratarem de amostras negativas diferentes, é esperado que
o nivel de interagdes inespecificas varie entre elas. No entanto, essa variagao deve se manter
dentro de um limite aceitavel, estimado em no maximo A7 = 15us, conforme discutido na
secao 11.1.1, valor dentro do qual os resultados se mantiveram consistentemente. Ja as
curvas em vermelho e laranja demonstram as respostas do biossensor funcionalizado para
COVID-19 na auséncia do Nanocleanser, evidenciando como o ruido gerado pelas ligacoes

inespecificas pode ultrapassar 400us no grafico a e 210us no grafico b.

Apébs descartar a influéncia da variabilidade entre as amostras negativas, foi esta-
belecido um protocolo de lavagem padronizado, descrito em 10.4.1. Esse protocolo foi
desenvolvido com o objetivo de uniformizar a concentragao final de CTAB nas solugoes
de Nanocleanser, fixando-a em aproximadamente 1 mM, visando eliminar a varia¢ao na
eficacia do limpeza associada a presenca desse surfactante. Tal valor foi escolhido com
base em referéncias da literatura, que indicam essa concentracdo como adequada para
garantir a estabilidade coloidal de nanobastdes de ouro e biossensores (AWARI et al., 2018)

e para evitar a formacao de micelas, visto que tal efeito ocorre em concentragoes de CTAB
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Figura 33 — Variagdo do 7 em diferentes Nanocleansers (Nanocleansers 3 e 4), seguindo o
protocolo de lavagem, adicionando Soro Negativo 1 em biossensor de COVID-19

em 50pM.

superiores 1 mM (CHEN et al., 2017).

Os resultados apresentados na Figura 33 foram obtidos a partir de dois Nanoclean-
sers distintos em 500pM (Nanocleanser 3 e Nanocleanser 4), ambos submetidos ao mesmo
protocolo padronizado de lavagem (se¢ao 10.4.1) e utilizando o Soro Negativo 1 em 1:1000,
diluido em PBS para as medidas. No entanto, observou-se que a eficacia dos Nanocleansers
como agentes de limpeza das interagoes inespecificas ainda apresenta variagoes. Enquanto
o Nanocleanser 4, curva em laranja, apresentou a eficacia esperada, com saturagdo do At
em 15us, o Nanocleanser 3, apesar de ter passado pelo mesmo protocolo de lavagem, teve
sua eficacia reduzida, visto que sua curva em azul claro estabilizou-se em torno de A7 de
90us, sugerindo a influéncia de um fator adicional. Sem a presenga de um Nanocleanser,
o biossensor registra um A7 elevado devido as ligagoes inespecificas em toda a sua area,
ultrapassando os 250us, como representado na curva em verde claro. No geral, é possivel
concluir que, além da padronizacao da lavagem, outro aspectos da solucao do Nanocleanser

podem estar influenciando diretamente sua performance: a sua concentragao.
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11.4 Influéncia da concentracdo na eficacia do Nanocleanser

A determinacgao da concentracao final da solucdo do Nanocleanser é realizada por
aproximacao tedrica, como discutido em 10.2.7. Como consequéncia, as concentragoes
finais efetivas de cada solugao de Nanocleanser podem divergir consideravelmente da
estimativa inicial, o que compromete a reprodutibilidade e a precisao nos experimentos.
Com o objetivo de investigar o impacto da concentragdo do Nanocleanser na eficicia da
limpeza, utilizou-se o Nanocleanser 6, previamente submetido ao protocolo padronizado de
lavagem, conforme descrito anteriormente. Foram realizadas varia¢oes na sua concentragao
final, no intervalo de 500 pM a 25.000 pM, diluidos em CTAB 1mM. As medidas, neste
caso, seguiram o protocolo de carater temporal descrito em 10.2.5, utilizando o biossensor
funcionalizado para deteccao de COVID-19, na concentragdo de 50 pM e com amostras de
soro positiva e negativa (Soro Positivo 1 e Soro Negativo 6), diluidos em PBS na proporgao

de 1:1000.

Vale destacar que a adogao do protocolo baseado em medidas temporais, em
substituicdo ao protocolo volumétrico, foi com o intuito de se obter resultados mais
precisos e confidveis. Com a definicdo de um tempo fixo de aquisicao de 10 minutos, foi
possivel coletar um ntmero significativamente maior de curvas de autocorrelagdo (em
média de 40 fungoes). Esse aumento na quantidade de dados permite acompanhar, com
mais detalhes, a evolucao do sistema. Devido ao método de ajuste da curva de 7 descrito
em 5.2, aplicando a linearizacao do logaritmo da curva de autocorrelacao na plataforma
BioSearch, utilizamos apenas os dois primeiros pontos, os dados obtidos da grandeza AT

apresentam grandes flutuagdes naturais.

A Figura 34 apresenta os dados obtidos com o objetivo de investigar a influéncia
da concentracao do Nanocleanser na sua eficacia como agente de limpeza de interagoes
inespecificas no biossensor. Todos os graficos apresentados incluem uma curva em azul,
que corresponde a resposta do sensor funcionalizado para COVID-19 na concentracao
de 50 pM, na auséncia de soro e de qualquer Nanocleanser. Essa curva de referéncia foi
incluida com o propésito de facilitar a visualizagao da janela de distin¢ao entre os sinais
gerados por interacoes especificas e inespecificas, permitindo uma melhor interpretagao

dos resultados experimentais:

« Em (a) - 500pM de Nanocleanser 5: observa-se que as curvas do soro negativo (preta)
e do soro positivo (vermelho) se sobrepoem consideravelmente, tornando inviavel
distinguir entre os dois tipos de amostra. Isso indica que a concentracao de 500 pM

do Nanocleanser 5 nao foi eficaz em mitigar as interagoes inespecificas.

« Em (b) - 1000pM de Nanocleanser 5: a sobreposi¢ao das curvas positiva (vermelho)
e negativa (preta) persiste, sem permitir a diferenciagdo entre as amostras, ou seja,

a concentracao de 1000 pM do Nanocleanser 5 também se mostra ineficaz.
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Figura 34 — Variacao do 7 por adigdo de soro negativo 6 e positivo 1 com Nanocleanser 6 em
diferentes concentragoes

« Em (c) - 2000pM de Nanocleanser 5: embora ainda nao se observe uma clara separa-
¢ao entre as amostras positivas e negativas, os valores da grandeza A7 diminuem
significativamente. A curva negativa (preta) e positiva (vermelho), que anteriormente
apresentavam variagoes acentuadas, diminui para valores em torno de 50us. Esses
resultados sugerem que a concentracao de 2000 pM do Nanocleanser 5 comeca a
apresentar eficacia parcial, reduzindo o nimero de intera¢oes inespecificas, embora
ainda insuficiente para garantir uma janela clara de distingao entre amostras positivas

e negativas.

o Em (d) - 3500pM de Nanocleanser 5: A curva negativa (preta) apresenta uma redugao
ainda mais acentuada, oscilando em torno de 10us, valor inferior ao da curva positiva
(vermelha), que permanece estével em oscilagoes proximas 30us. Esses dados indicam
que a concentragao de 3500 pM do Nanocleanser 5 demonstra maior eficicia na
supressao das interagoes inespecificas, restando predominantemente o sinal associado

as ligacoes especificas, representado pela curva positiva.

e Em (e) - 5000pM de Nanocleanser 5: Observa-se a supressao completa do sinal da
amostra negativa (preta), se igualando ao sinal gerado somente pelo sensor (azul),
indicando a agao eficiente do Nanocleanser 5 na concentragao de 5000 pM. A curva

positiva permanece responsiva as ligagoes especificas.

« Em (f) - 7500pM, (g) - 10000pM, (h) - 15000pM e (i) - 25000pM: Tanto as curvas ne-

gativas (pretas) quanto as positivas (vermelhas) apresentam uma redugao expressiva



11.4. INFLUENCIA DA CONCENTRACAO NA EFICACIA DO NANOCLEANSER 65

nos valores de A7, voltando a se sobrepor e inviabilizando a distingdo entre amostras.
Como consequéncia, hd uma reducao significativa no sinal detectado, que se iguala

ao sinal basal gerado apenas pelo biossensor funcionalizado para COVID-19.

Como conclusao dos dados apresentados na Figura 34, observa-se a existéncia de
uma janela de efetividade associada a concentracdo do Nanocleanser. Para mitigar os
efeitos dessa limitagdo e garantir a eficacia da limpeza de interagdes inespecificas, foi
estabelecido um protocolo especifico de ajuste de concentragao, conforme descrito
em 10.4.2. Esse protocolo prevé a realizacao de testes preliminares com o objetivo de
identificar a concentracao 6tima de atuacdo do Nanocleanser, evitando assim, o uso de

estimativas para o calculo da concentracao do Nanocleansers, como discutido em 10.2.7.

Para validar a eficicia do Nanocleanser 5 na mitigacao de interacgoes inespecificas em
concentragoes da ordem de 5000 pM, foram conduzidos experimentos adicionais empregando
o método de detecgao temporal. Utilizou-se o sensor para COVID-19, submetido a diferentes
amostras clinicas, o soro positivo 2 e o soro negativo 7, ambas diluidas na proporg¢ao de
1:1000 em solugao tampao PBS. Conforme evidenciado nos resultados apresentados na
Figura 35, observa-se que na curva da Figura 35.a, correspondente a condi¢ao experimental
sem a aplicacao do Nanocleanser 5, nao ha distingao significativa entre as respostas obtidas
para as amostras positiva (vermelho) e negativa (preta). Ambas apresentaram variagoes
semelhantes, com A7 superiores a 60us, indicando a ocorréncia de ligacdes inespecificas
em toda regiao cilindrica e semiesférica e, portanto, comprometendo a seletividade do

sensor na auséncia do agente limpador.
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—=— At . SORO POSITIVO 2 —&— A1 - SORO POSITIVO 2
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Figura 35 — Variacdo de 7 com e sem Nanocleanser 5 em soro positivo 2 e soro negativo 7 em
um biossensor de COVID-19 em 50pM
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Ja na curva 35.b, correspondente a condicao experimental com a aplicagdo do
Nanocleanser 5 na concentragao de 5000 pM, observa-se que as ligacoes inespecificas sao
completamente suprimidas no sinal da amostra negativa (curva preta), o qual se torna
indistinguivel do sinal de referéncia gerado apenas pelo sensor (curva vermelha). Por
outro lado, a curva correspondente a amostra positiva (curva verde) permanece reativa,
apresentando um A7 superior a 250 us, compativel com a presenca de interac¢oes especificas
entre os biocomponentes do sistema. Em sintese, os resultados demonstram que a faixa de
atuacao do Nanocleanser 5 em 5000 pM é eficaz na supressao de interagoes inespecificas,
inclusive em diferentes tipos de amostras clinicas, validando sua eficiéncia como agente

limpador.
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11.5 Validacao

Em resumo, observou-se que a eficiéncia de atuacdo do Nanocleanser como agente
limpador de interagoes inespecificas esta diretamente relacionada concentragao de CTAB
presente na solugao e a sua respectiva faixa de atuacdo em termos de concentragao final.
Conforme discutido anteriormente, foram estabelecidos dois protocolos com o objetivo
de mitigar essas limitagoes: um protocolo de lavagem padronizado (segao 10.4.1) e um
protocolo especifico de ajuste de concentragao (secao 10.4.2). Adicionalmente, verificou-
se que amostras clinicas negativas podem apresentar uma variacao de A7 de até 15
us, atribuida a variabilidade das amostras utilizadas. Com base nessas observacoes, a
proposta de mitigacao das interagoes inespecificas no biossensor da plataforma BioSearch foi
estruturada em trés etapas: a aplicacao dos protocolos de lavagem, ajuste de concentragao
e a consideragdo de uma faixa de ruido experimental de até 15 us para a grandeza ATt

para amostras negativas.

Com o objetivo de validar essa proposta, foram realizadas novas medidas utilizando
um outro agente limpador (Nanocleanser 6). Ele foi submetido aos protocolos estabelecidos,
e as andlises foram conduzidas no modo de detecgao temporal, empregando o biossensor
para COVID-19 em concentracao de 50 pM. Apés a aplicagao do protocolo de lavagem ao
Nanocleanser 6, foi realizado o protocolo especifico de ajuste de concentracao, conforme

apresentado na Figura 36:

e Em a) - 5000 pM de Nanocleanser 6: as curvas correspondentes ao soro positivo
(vermelha) e ao soro negativo (preta) se sobrepoem, nao sendo possivel distinguir
entre as amostras. Esse resultado indica que, nesta concentragao, o Nanocleanser 6

nao foi eficaz na mitigacao das interacoes inespecificas.

o Em b) - 10000 pM de Nanocleanser 6: ainda é observada a sobreposigao dos sinais
provenientes das amostras negativas e positivas, impossibilitando a diferenciacao
entre elas. Assim como no caso anterior, essa concentracao nao foi suficiente para a

supressao das interagoes inespecificas.

e Em c¢) - 15000 pM de Nanocleanser 6: verifica-se a separagdo entre os sinais gerados
pelas amostras negativa (curva preta) e positiva (curva vermelha). Embora o sinal da
amostra negativa, atribuido a interac¢oes inespecificas, nao tenha sido completamente
suprimido, possivelmente devido a maior presenca de interferentes na amostra, ja é
possivel distinguir entre as duas condicoes. Esse resultado sugere que a concentracao
de 15000 pM representa a faixa de atuacao efetiva do Nanocleanser 6 como agente

limpador.

e Em d) - 20000 pM de Nanocleanser 6: nesta concentragao, observa-se uma desestabi-

lizacao do sensor, evidenciada pela drastica reducao da resposta associada a amostra
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positiva (curva verde), com valor de A7 inferior a 10 yus.
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Figura 36 — Variacdo do 7 por adicdo de soro negativo 6 e positivo 1 com Nanocleanser 6 em
diferentes concentracgoes

Apos a defini¢ao da faixa de concentracao de 15000 pM como ideal para o Nanocle-
anser 6, foram realizadas medidas no modo de deteccao temporal utilizando um sensor
para COVID-19 em 50 pM. No total, foram analisadas seis amostras clinicas: trés positivas
(Soros Positivos 3, 4 e 5) e trés negativas (Soros Negativos 6, 7 e 8). Os resultados estao

apresentados na Figura 37, organizados conforme faixas de interpretacao para leitura:
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Figura 37 — Média do 7 em amostras de soro positivas e negativas no sensor para COVID 19
com Nanoblocker 6 em 15000pM

o Zona negativa: corresponde aos valores médios de 7 cuja resposta esta dentro da
faixa de variagao tipica associada a ligagoes inespecificas, ou seja, o sinal basal do

sensor com variagao de até (15 £ 1) us, caracteristico de amostras negativas.

e Zona indeterminada: intervalo de transicao no qual a sobreposicao dos sinais impede

a classificagdo conclusiva da amostra como positiva ou negativa.

o Zona positiva: faixa de resposta que excede consistentemente o limite estabelecido
para interacoes inespecificas, indicando a presenca de ligagoes especificas entre o

analito e a proteina N, caracteristica de amostras positivas.

Vale ressaltar que, com o objetivo de tornar a leitura dos dados mais clara ao
utilizar as zonas de resposta, a figura 37 apresenta os valores médios das variagoes da
grandeza AT, acompanhados de suas respectivas incertezas. Para mitigar essas oscilagoes e
fornecer uma leitura mais representativa do comportamento do sistema, adotou-se o valor

médio de A7 como pardmetro final de validacao.

Os resultados demonstraram que, para as trés amostras positivas analisadas (pontos
em vermelho 3, 4 e 5), o valor médio de A7 permaneceu dentro da zona positiva esperada

(regido verde), enquanto as trés amostras negativas (pontos em preto 6, 7 e 8) apresentaram
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respostas dentro da zona negativa esperada (regiao amarela). Assim, esses resultados obtidos
de um validacao da aplicacdo da proposta composta por trés etapas: protocolo de lavagem,
controle da faixa de atuacdo do agente de limpeza e consideracao de uma faixa de ruido

de até 15 us para a grandeza 7, corroboram para a eficacia dos protocolos propostos.
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12 Conclusao

O presente trabalho propos e validou uma nova metodologia para mitigacao das
interagoes inespecificas em biossensores opticos do tipo label-free, com foco na plataforma
BioSearch e na detecgdo do SARS-CoV-2 (Covid-19). A abordagem desenvolvida baseou-se
na utilizagdo de nanoparticulas auxiliares denominadas Nanocleansers, com propriedades
Opticas e morfolégicas especificas com pico de Ressonancia Plasmonica de Superficie
Longitudinal fora da frequéncia do laser utilizado para medidas de DDLS na plataforma
BioSearch, permitindo sua atuacao seletiva sobre os interferentes presentes na amostra

sem comprometer a sensibilidade do sistema.

Inicialmente, os experimentos foram realizados com nanobastoes de ouro nao
funcionalizados e permitiram isolar o efeito das interagoes inespecificas exclusivamente
sobre a superficie cilindrica da nanoparticula, recoberta por CTAB. Nessas condicoes, foi
possivel observar a ocorréncia de adsorcao de biomoléculas da matriz biolégica, mesmo na
auséncia de bioreceptores. Tal fendmeno produziu um sinal constante de ruido na plataforma
BioSearch, caracterizado por uma variagado média de no maximo A7 = (15 £ 1) us. Esse
valor de saturagao representa um limite basal para o ruido de fundo gerado exclusivamente
por ligagoes inespecificas a regiao lateral cilindrica dos AulNbs, mesmo sob diferentes

dilui¢oes de soro.

Os resultados relacionados as grandezas Cy e potencial zeta ({) sugerem que, embora
ocorra adsorcao de interferentes aos AuNbs, essas interagoes nao resultam em colapso total
do sistema. Ou seja, o sinal detectado pela plataforma BioSearch, mesmo em condicao de
interagao nao especifica, gera ruido de fundo mas nao inviabiliza a leitura, permitindo a

manutencao da funcionalidade analitica da plataforma em contextos complexos.

Adicionalmente, foi demonstrado que os biossensores funcionalizados com proteina
N exibem interacoes inespecificas relevantes nas extremidades semiesféricas, pela presenca
da proteina funcionalizadora. Tais interacoes comprometem a seletividade do sensor ao
gerar sinais falsos positivos e aumentar significativamente o ruido de fundo, sobretudo em

amostras complexas como o soro humano.

Na etapa seguinte, foi testada a proposta do Nanocleanser como agente limpador dos
componentes capazes de interagir de forma nao especifica com o biossensor (interferentes).
Foram utilizados diferentes lotes de Nanocleansers e avaliadas suas performances em
condicoes controladas. Os resultados indicaram que a eficacia desses agentes depende
criticamente de dois fatores principais: a concentragao final de CTAB residual na solucao,
regulada via protocolo de lavagem padronizado, e a faixa de concentracao eficaz do proprio

Nanocleanser utilizado no ensaio, normalizada via protocolo de ajuste da concentracao
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ideal.

Por fim, apos a elaboracao e o refinamento de toda a metodologia para garantir a
eficacia dos Nanocleansers, a metodologia foi validada com sucesso por meio da andlise de
amostras clinicas reais. Os resultados demonstraram que a adicao dos Nanocleansers foi
eficaz em suprimir as interagoes inespecificas, reduzindo significativamente o ruido de fundo
associado a ligacao nao especifica de interferentes. Essa supressao permitiu estabelecer
faixas claras de diferenciacao entre as amostras negativas e positivas, mesmo em matrizes
complexas. Importante ressaltar que, apesar da atuacao seletiva dos Nanocleansers, a
plataforma manteve sua sensibilidade para detectar o analito-alvo do SARS-CoV-2, com
respostas das amostras positivas superando o limiar basal de A7 = (15 £ 1) us associado

as interagoes inespecificas somente na area cilindrica.

Assim, conclui-se que a estratégia de mitigacao proposta nesta dissertacao é eficaz,
reprodutivel e adaptavel a diferentes tipos de amostras clinicas. Os resultados obtidos
nao apenas validam a funcionalidade dos Nanocleansers como agentes limpadores de
interferentes, mas também garante maior sensibilidade e acuracia do uso da plataforma

BioSearch, aumentando sua seletividade e confiabilidade em aplicacoes diagnodsticas reais.

Como perspectiva futura, propoe-se a construc¢ao de um equipamento dedicado
a determinagao precisa da concentracao de Nanocleansers, utilizando da tecnologia da
BioSearch, visando padronizar sua aplicacao em diferentes matrizes biolégicas. Em paralelo,
pretende-se desenvolver uma curva de calibragao especifica para o surfactante CTAB,
utilizado na sintese dos nanobastoes de ouro. Essa curva permitira quantificar com maior
exatidao a concentracao residual de CTAB em solugoes de Nanocleansers prontas para
uso, assegurando que a concentracao final seja de fato 1mM , conforme estabelecido nos
protocolos. A implementacao dessas medidas contribuird significativamente para o controle

de qualidade e a reprodutibilidade dos ensaios realizados na plataforma BioSearch.
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ANEXO A - C(Codigo Curva tedrica da
variacao do tamanho do diametro d da area
cilindrica do nanobastao de ouro AuNbs em

funcao da variacao de 7.

import numpy as np
import matplotlib.pyplot as plt
from scipy.constants import Boltzmann as kB

from scipy.interpolate import interpld

# Constants

T = 298 # Temperature in K (25 °C)
ETA_WATER = 0.00089 # Viscosity of water at 25 °C in Pa-s
L = 40e-9 # Length of the nanorod in meters (40 nm)

def calculate_gamma(d_values_m, L, T, eta):
"""Calculates the rotational linewidth Gamma for given diameters."""

gamma_values = []

for d in d_values_m:

sigma = L / d
term_bracket = np.log(sigma) - 0.662 + (0.917 / sigma) - (0.05 / (sigmax**2)
if term_bracket <= O:
gamma_values.append (np.nan)
continue
DR = (3 *x kB *x T) / (np.pi * eta * L**3) * term_bracket
Gamma = 12 * DR

gamma_values.append (Gamma)

return np.array(gamma_values)
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# Main execution

if name == "_ main_":
# Range for d (diameter) in meters starting from 17 nm
d_values nm = np.linspace(10, 30, 500)

d_values_m = d_values_nm * le-9

gamma_values = calculate_gamma(d_values m, L, T, ETA_WATER)

gamma_values_mega = gamma_values / le6 # Convert to s!

# Calculate = 1/( - (1/4.6)) [s]

tau_values = 1 / (gamma_values_mega - (1/4.6))

# Find values at d = 17 nm

d_target = 17

idx_17 = np.abs(d_values nm - d_target).argmin()
gamma_at_17 = gamma values_megal[idx_17]
tau_at 17 = tau values[idx 17]

tau_target = tau_at_17 + 156 # (17) + 16 s

# Create interpolation function to find d where (d) = _target

valid _mask = ~np.isnan(tau_values)

f = interpld(tau_values[valid _mask], d_values nm[valid_mask],
kind=’linear’, fill value=’extrapolate’)

d_at_tau_target = f(tau_target)

# Plotting
plt.figure(figsize=(12, 7))

plt.plot(d_values_nm, tau_values, color=’royalblue’, linewidth=2)

# Mark the points with error bars (valores inteiros para as incertezas)
plt.errorbar(d_target, tau_at_17, yerr=2, xerr=1,

fmt="0’, color=’green’, markersize=8, capsize=5,

label=f’d = {d_target:.0f} +1 nm, = {tau_at_17:.0f} 2 s’)
plt.errorbar(d_at_tau_target, tau_target, yerr=2, xerr=1,

fmt="0’, color=’red’, markersize=8, capsize=5,

label=f’d = {d_at_tau_target:.0f} 1 nm, = {tau_target:.0f} %2 s’)

# Add reference lines

plt.axhline(y=tau_at_17, color=’green’, linestyle=’:’, alpha=0.3)
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plt.axhline(y=tau_target, color=’red’, linestyle=’:’, alpha=0.3)
plt.axvline(x=d_target, color=’green’, linestyle=’:’, alpha=0.3)
plt.axvline(x=d_at_tau_target, color=’red’, linestyle=’:’, alpha=0.3)

# Labels and title with increased font sizes

plt.title(r’Relaxation Time $\tau = \frac{1}{\Gamma - (1/4.6)}$ vs. Nanorod Dia
fontsize=18, pad=20)

plt.xlabel(’Diameter d (nm)’, fontsize=16)

plt.ylabel(r’$\tau$ ($\mu$s)’, fontsize=16)

# Set y-axis limits

y_min = max(0, np.nanmin(tau_values)*0.9)

y_max = np.nanmax(tau_values)*1.1

plt.ylim(bottom=y_min, top=y_max)

# Formatting with larger fonts
plt.xticks(fontsize=14)
plt.yticks(fontsize=14)

# Legenda no canto esquerdo com fonte maior
plt.legend(loc=’upper left’, frameon=True, framealpha=0.8, fontsize=14,
handletextpad=0.5, borderpad=1)

plt.tight_layout()
plt.show()

# Print results (também com valores inteiros para as incertezas)

print(f"Para d = {d_target} nm:")

print(f" = {gamma_at_17:.6f} s'")

print(f" = 1/( - (1/4.6)) = {tau_at_17:.0f} £2 s")

print(f"Didmetro onde = {tau_target:.0f} %2 s: d = {d_at_tau_target:.0f} +1 nm
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