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RESUMO

Biossensores magnetoelasticos pertencem a classe dos sensores massicos e
seu principio de funcionamento é baseado na variagdo da frequéncia
fundamental de ressonancia. Esses biossensores destacam-se pela capacidade
de deteccao especifica de patégenos mediante funcionalizagao estratégica de
sua superficie. Nesta tese foi desenvolvido um biossensor magnetoelastico para
deteccdo de Sars-CoV-2. Foram avaliados fatores extrinsecos que influenciam
na sensitividade dos sensores magnetoelasticos, e.g. a influéncia da
temperatura de operagdo, campo magnético aplicado, tratamentos térmicos e
ambiente corrosivo. Um suporte de aluminio foi empregado como dissipador de
calor para evitar variagdes de frequéncia de ressonancia provenientes do auto
aquecimento do sistema, e uma fonte de corrente de polarizagdo com
estabilidade do campo de 0,01% foi utilizada para eliminar os efeitos
provenientes das variagbes de corrente, garantindo que as variagbes de
frequéncia de ressonancia sejam exclusivamente provenientes de aumento de
massa. A aplicacdo de tratamento térmico antes e depois do processo de
revestimento resultou em melhorias na homogeneidade de resposta dos
sensores, além do aumento na resisténcia a corrosio. A superficie do sensor foi
funcionalizada para torna-lo especifico para deteccao da proteina recombinante
de Sars-CoV-2. A imobilizagdo dos agentes de bioreconhecimento na superficie
do sensor foi confirmada pela técnica de ATR-FTIR e a utilizagdo de AuNPs, para
amplificar o sinal de resposta, permitiu a realizagdo da detecgao da proteina
recombinante do Sars-CoV-2. Os biossensores utilizados neste trabalho
apresentaram uma sensitividade de massa de 196 Hz/ug. Alternativas para
melhorar a sensitividade de massa do biossensor foram avaliadas através de
simulagdes computacionais dos modos de vibragcdo dos sensores, bem como a
resposta da variacdo de frequéncia em funcdo da posicdo e quantidade de
massa carregada na superficie. A partir dos resultados obtidos foi possivel
realizar a funcionalizagao controlada da superficie do biossensor com o objetivo
de ampliar o sinal da resposta levando em consideragao apenas as regides de
maior intensidade de vibracdo e eliminando os pontos cegos, nos quais a
variacédo de frequéncia de ressonancia devido a massa aderida é praticamente
nula. Em sintese, foi desenvolvido e otimizado um biossensor magnetoelastico
para a detecgao especifica da proteina recombinante do Sars-CoV-2. Além de
confirmar a eficacia da funcionalizagao da superficie do sensor e a amplificagao
do sinal por AuNPs, este trabalho destacou a importancia de fatores extrinsecos,
na sensitividade do dispositivo. As simulagbes computacionais permitiram a
otimizacao da distribuicdo de massa na superficie do sensor, maximizando a
sensitividade e eliminando pontos cegos. Esses avangos, permitem a utilizagcao
do biossensor com maior precisao e confiabilidade, consolidando-se como uma
ferramenta promissora para aplicagdes diagnodsticas na deteccéo de virus.

Palavras-chave: biossensores, magnetoelastico, Sars-CoV-2, funcionalizagao



ABSTRACT

Magnetoelastic biosensors, categorized as mass sensors, operate by detecting
variations in the fundamental resonance frequency. Their standout feature lies in
their targeted pathogen detection capability, achieved through precise surface
functionalization. In this thesis, a magnetoelastic biosensor was developed to
detect Sars-CoV-2. Extrinsic factors influencing the sensitivity of magnetoelastic
sensors were evaluated, e.g. the influence of operating temperature, applied
magnetic field, thermal treatments, and corrosive environment. A support made
of aluminum was used as a heat sink to prevent resonance frequency shifts due
to self-heating, and a polarization bias current source with field stability of 0.01%
was implemented to eliminate the effects of current variations. This ensured that
any changes in resonance frequency were solely attributable to an increase in
mass. Applying thermal treatment before and after the coating process improved
the homogeneity of the sensor response and increased the corrosion resistance.
The sensor's surface was functionalized to make it specific for detecting the
recombinant Sars-CoV-2 protein. ATR-FTIR confirmed the immobilization of
biorecognition agents on the sensor surface. Using AuNPs to amplify the
response signal allowed the detection of the Sars-CoV-2 recombinant protein.
The biosensors used in this work present a mass sensitivity of 196 Hz/ug.
Alternatives to improve the biosensor's mass sensitivity were evaluated through
computational simulations of the sensors' vibration modes, as well as the
frequency variation response as a function of the position and amount of mass
loaded on the surface. From the results obtained, it was possible to carry out
controlled functionalization of the biosensor surface to expand the response
signal, taking into account only the regions with the highest vibration intensity and
eliminating the blind spots in which the resonance frequency variation due to the
adhered mass is practically zero. In summary, a magnetoelastic biosensor was
developed and optimized for the specific detection of the recombinant
Sars-CoV-2 protein. In addition to confirming the efficacy of the sensor surface
functionalization and signal amplification using AuNPs, this work highlighted the
importance of extrinsic factors on the device's sensitivityy. Computational
simulations allowed for the optimization of mass distribution on the sensor
surface, maximizing sensitivity and eliminating blind spots. These advancements
enable the biosensor to be used with greater precision and reliability, establishing
it as a promising tool for diagnostic applications in virus detection.

Key-words: biosensors, magnetoelastic, Sars-CoV-2, functionalization
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INTRODUGAO

O diagnodstico precoce para inumeras patologias € fundamental para
reduzir o risco de desenvolvimento de complicagbes graves. Em 2016, a
Organizagdo Mundial de Saude langou um alerta global para prevengao e
combate ao Zika virus. Poucos anos depois, em 2020, ocorreu o surgimento de
um novo virus, o Sars-CoV-2, que alcangcou uma proporcao planetaria de
infectados e desencadeou a pandemia da doenca Covid-19. Neste cenario, &
imprescindivel a adogdo de ferramentas de diagndstico rapido, como uma
medida fundamental para identificar precocemente infeccbes e agilizar a
implementagdo de estratégias preventivas e de controle da doenga. A
disponibilidade limitada de testes rapidos, aliada a sua frequente baixa
sensitividade, acentua ainda mais a necessidade de melhorar e expandir essas
solugdes diagndsticas.

Dessa forma, o trabalho proposto nesta tese apresenta uma alternativa
diagndstica baseada em biossensores magnetoelasticos para doenga Covid-19.
Os sensores magnetoelasticos pertencem a classe dos sensores massicos e
podem apresentar alta sensitividade. Na area bioldgica, esses sensores sao
majoritariamente utilizados para a detecgcao de bactérias. No entanto, ao utiliza-
los para a detecgdo de virus, cujas particulas sdo substancialmente mais leves
que as bactérias, é preciso adotar uma abordagem mais robusta, com o controle
cuidadoso de diversas variaveis para assegurar a credibilidade desses sensores.
Como consequéncia, o desenvolvimento de um biossensor magnetoelastico com
sensibilidade para a detecgao viral representa uma meta ambiciosa a ser
alcangada. No entanto, o progresso obtido neste estudo indica caminhos
promissores para a utilizagdo segura desses biossensores em aplicagcbes
diagndésticas.

Esta tese foi construida através de uma abordagem multidisciplinar,
reunindo conhecimentos de areas como fisica, eletrdnica, biologia e virologia, e
s6 foi possivel através da colaboragédo de diferentes unidades de pesquisa. A
maior parte do estudo foi realizada na Universidade de Caxias do Sul (UCS —
Rio Grande do Sul, Brasil), porém o suporte do Centro Brasileiro de Pesquisas
Fisicas (CBPF - Rio de Janeiro, Brasil) e do International Iberian

Nanotechnology Laboratory (INL — Braga, Portugal) foi fundamental.



Esta tese foi organizada em seis capitulos, conforme apresentados a
sequir:

O Capitulo 1 apresenta informagbes e conceitos importantes sobre
biossensores magnetoelasticos, como o principio de funcionamento e
parametros que influenciam na sensitividade de massa, a funcionalizagcdo da
superficie e a utilizagdo de nanoparticulas de ouro para amplificagao do sinal de
resposta, o que torna o diagndstico possivel.

No Capitulo 2 sdo definidos o objetivo geral e os objetivos especificos da
pesquisa.

O Capitulo 3 trata sobre fatores extrinsecos, tais como temperatura,
corrente de polarizagcdo e processos de corrosdo, que influenciam na
sensitividade dos sensores magnetoelasticos, e podem impactar negativamente
na sua performance. Parte dos resultados apresentados nesse capitulo foram
publicados no artigo “Role of extrinsic factors on magnetoelastic resonance
biosensors sensitivity” e permitiram a realizacdo de medidas mais precisas dos
biossensores.

Com o sistema de medicao e os sensores otimizados, o Capitulo 4 aborda
o processo de funcionalizagao da superficie, visando conferir especificidade ao
biossensor para a deteccdo do Sars-CoV-2. Os resultados obtidos
demonstraram o potencial dos biossensores para essa aplicagcdo. Entretanto,
enfrentaram-se dificuldades relacionadas a reprodutibilidade desses resultados.
Por esse motivo, no Capitulo 5 foram exploradas alternativas para superar esses
desafios e melhorar a sensitividade de massa dos biossensores. Este capitulo
evidencia que o posicionamento da massa na superficie do biossensor exerce
uma influéncia significativa na sensitividade de massa destacando, assim, a
importancia da funcionalizacdo controlada da superficie. Nesta etapa final do
trabalho, foram realizadas analises de simulagées computacional para mostrar e
explicar como os padrdes de ressonancia dos sensores magnetoelasticos estéo
ligados ao posicionamento da massa. Ensaios experimentais confirmaram a
tendéncia dos resultados simulados.

Por fim, o Capitulo 6 resume as conclusdes gerais alcangadas ao longo
deste estudo. Além disso, sdo exploradas perspectivas promissoras e delineada

a continuidade da pesquisa.



CONTRIBUIGOES CIENTIFICAS

Artigo publicado

LIMA, Luiza Felippi de et al. Role of extrinsic factors on magnetoelastic
resonance biosensors sensitivity. Measurement Science and Technology,
2024. https://doi.org/10.1088/1361-6501/ad1e1d

Artigo submentido para publicagao
Andreatta, A. J. da S.; Lima, L. F. de; Aguzzoli, C.; Perottoni, C. A.; Zorzi, J. E.
Analix: an external agent detection software based on magnetoelastic sensors.

Journal of Open Source Software, 2024.

Participagcao em Congressos
LIMA, L. F; DUTRA, R.; SILVA, B. G.; SOMMER, R. L.; AGUZZOLI, C;
ROESCH-ELY, M.; PEROTTONI, C. Effects of heat treatment on magnetoelastic

sensors for application in biosensors, 2023.

LIMA, L. F.; MACHADO, K. G.; DUTRA, R.; SOMMER, R. L.; AGUZZOLI, C.;
PEROTTONI, C. A.; ROESCH-ELY, M. Surface functionalization of

magnetoelastic sensors and gold nanoparticles for medical applications, 2023.

LIMA, L. F.; BERTELLI, V.; FROZZA, C.S.; GIRARDELLO, F.; AGUzZZOLI, C;;
ROESCH-ELY, M. Caracterizagdo da imobilizacdo de anticorpos em

biossensores magnetoelasticos por ART-FTIR, 2023.

SOUZA, W. V.; LIMA, L. F.; GIRARDELLO, F.; MACHADO, K. G.; SOMMER, R.
L.; CHECCA, R.; LOUZADA, D. R.; AGUZZOLI, C.; ROESCH-ELY, M. Cytotoxic
evaluation of gold nanoparticles synthed via magnetron sputtering in mammalian
fibroblasts (MRC-5), 2023.

MACHADO, K. G.; LIMA, L. F.; AGUZZOLI, C.; SOUZA, W. V.; CHECCA, R
LOUZADA, D. R.; SOMMER, R. L.; ROESCH-ELY, M. Comparison of two gold


https://doi.org/10.1088/1361-6501/ad1e1d

nanoparticle functionalization approaches for SARS-CoV-2 antigen capture,
2023.

Trabalhos de Iniciagao cientifica

BERTELLI, V.; LIMA, L. F.; AGUZZOLI, C.; PEROTTONI, C. A.; ROESCH-ELY,
M. CARACTERIZACAO DOS SENSORES MAGNETOELASTICOS PARA
APLICACOES EM BIOSSENSORES. Em: XXXI Encontro de Jovens
Pesquisadores & XIIl Mostra Académica de Inovagao e Tecnologia, 2023, Caxias
do Sul.

CAVION, C.; LIMA, L. F.; PEROTTONI, C. A.; ROESCH-ELY, M.; ZORZI, J. E.
AVALIACAO DO EFEITO DA TEMPERATURA NA FREQUENCIA DE
RESSONANCIA DE SENSORES MAGNETOELASTICOS. Em: XXIX Encontro
de Jovens Pesquisadores, Xl Mostra Académica de Inovagao e Tecnologia,
2021, Caxias do Sul.

MIOLA, L. S.; CAVION, C.; LIMA, L. F.; PEROTTONI, C. A.; ZORZI, J. E.
SENSORES MAGNOELASTICOS: O ESTADO DAARTE. Em: XXIX Encontro de
Jovens Pesquisadores, X|I Mostra Académica de Inovacédo e Tecnologia, 2021,

Caxias do Sul.

Co-orientagao em trabalho de conclusao de curso

Carolina Cavion. AVALIACAO DE PARAMETROS QUE INFLUENCIAM NA
LEITURA PRECISA DE SENSORES MAGNETOELASTICOS PARA A
APLICACAO EM BIOSSENSORES. 2021. Trabalho de Conclusdo de Curso.

(Graduagao em Engenharia Quimica) - Universidade de Caxias do Sul.



Capitulo 1

Referencial tedrico

O surgimento da pandemia da doenga Covid-19, no inicio de 2020,
desencadeou um alerta global aos sistemas de saude, destacando a urgéncia
na implementagao de ferramentas de diagnéstico rapidas, sensiveis e de facil
acesso. Nesse contexto, os biossensores magnetoelasticos se destacam como
uma opgao promissora para diagnostico, devido a sua alta sensitividade.
Pertencentes a classe dos sensores massicos, esses dispositivos respondem as
variagcdes de massa na superficie, através de alteracbes na sua frequéncia de
ressonancia. Neste capitulo serdo apresentadas informacdes e conceitos

importantes associados aos biossensores magnetoelasticos.
1.1 Pandemia e diagnéstico

Diferentes tipos de coronavirus circulantes sdo responsaveis por causar
desde resfriados comuns até doencas mais graves, como a Sindrome
Respiratoria do Oriente Médio (Mers-CoV) e a Sindrome Respiratéria Aguda
Grave (Sars-CoV). Em dezembro de 2019, um novo coronavirus chamado de
Sindrome Respiratoria Aguda Grave Coronavirus 2 (Sars-CoV-2) surgiu na
provincia de Hubei, na China, e se espalhou pelo mundo. Em margo de 2020, a
doenca infecciosa Covid-19, causada pelo Sars-CoV-2, foi caracterizada pela
Organizagao Mundial da Saude (OMS) como uma pandemia (1-4).

Uma das principais diferencas entre o Sars-CoV-2 e os demais virus da
familia coronavirus é o alto numero de pessoas infectadas que nao apresentam
sintomas da doenca, mas tem capacidade de transmitir o virus. Além disso,
pessoas infectadas podem transmitir o virus antes mesmo de apresentarem
sintomas claros, tornando-o altamente transmissivel. A principal rota de
transmissao do virus € de pessoa para pessoa, por meios de inalagao direta de
goticulas contaminadas, que séo langadas ao meio ambiente através da fala,

espirros ou tosse (2).



Os sintomas da Covid-19 sdo semelhantes ao de uma gripe comum, como
dores no corpo, tosse e febre. Porém, outras manifestacbées clinicas foram
observadas, tais como fraqueza, mal-estar, dificuldade respiratéria, dor de
garganta, perda de paladar e olfato. Diversas variantes do virus ja foram
identificadas — alfa, beta, gama e delta — e os sintomas mudam de acordo com
cada uma delas (5). Embora os sintomas mais graves e 6bito possam ocorrem
em todas as idades, eles foram observados principalmente em individuos que se
enquadram em grupos de risco, como idosos ou pessoas afetadas por
comorbidades (6). Segundo dados disponibilizados pela OMS (4), o numero de
pessoas infectadas pelo virus até o momento superou 773 milhdes de casos e
causou mais de 7 milhdes de mortes.

O surgimento de vacinas e os esfor¢gos para imunizagéo da populagéo
mundial foram imprescindiveis para o controle e prevencédo da doenga. Em 05
de maio de 2023 foi declarado o fim da pandemia da Covid-19, ou seja, a doenca
deixou de ser uma emergéncia de saude global. No entanto, ela ainda representa
uma ameaga para a saude devido a possiblidade de futuros rebotes (4). Dessa
forma, estratégias para diagnosticar e rastrear os casos da doenga de forma
rapida, massiva e efetiva ainda sao essenciais.

A Covid-19 é identificada principalmente por meio de diagndstico
molecular do genoma viral pelo exame de reagdo de transcriptase reversa
seguida de reagdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) (2). Devido a alta
sensibilidade e especificidade, o RT-PCR ¢ a técnica padrao ouro para deteccao
de Sars-CoV-2. O teste busca detectar material genético do virus através da
amplificagdo pela reagcdo em cadeia da polimerase. Para isso, muitas copias de
uma regidao especifica do RNA do virus sdo geradas durante o ensaio. Os
elementos necessarios para um teste de RT-PCR sao: amostra, primers,
nucleotideos e DNA polimerase. Todos esses elementos sdo colocados em um
tubo de ensaio juntamente com uma solugao tampao e submetidos a ciclos de
aquecimento e resfriamento, em um termociclador. As principais etapas do ciclo
sdo: desnaturagao (96 °C), anelamento dos primers (55 °C) e extensao dos
primers (72 °C). Este ciclo se repete em torno de 25 — 35 vezes em uma reacao
tipica de PCR, que geralmente tem duragdo de 2 a 4 horas, dependendo do

comprimento da regidao de RNA a ser copiada. Se a reagéo for eficiente, a regido



de interesse pode gerar de uma ou poucas copias, até bilhées. Por esse motivo,
mesmo cargas virais muito baixas, podem ser detectadas por essa técnica (7).

O exame de RT-PCR é conduzido em laboratorios de referéncia devido a
necessidade de equipamentos sofisticados, reagentes especificos e
profissionais treinados. Contudo, sua realizacdo pode demandar até dois dias
para conclusao (8) , tornando-se um ponto critico em estratégias de tomada de
decisdo que dependem da identificacdo e isolamento agil de individuos
infectados. Além disso, o custo elevado associado ao teste pode ser uma barreira
significativa em diversos paises (9).

Por essas razdes, novos testes rapidos foram implementados em locais
de atendimento, conhecidos como point-of-care (POC). Esses testes
proporcionam resultados imediatos, destacando-se por sua agilidade e eficacia.
Muitos desses testes sdo baseados na tecnologia de imunocromatografia de
fluxo lateral — um exemplo classico desse tipo de teste é o de gravidez. Sua
natureza de baixo custo, facilidade de utilizacdo e dispensa de instrumentos
complexos para processamento das amostras, os tornam altamente acessiveis
e praticos (10).

Os testes de antigeno, que foram amplamente utilizados durante a
pandemia, estao entre as opgdes de testes rapidos disponiveis para a Covid-19.
Assim como os testes moleculares, os testes de antigenos tém como objetivo
detectar a presenca do virus em individuos sintomaticos ou assintomaticos e séo
conduzidos com amostras provenientes do trato respiratorio. A principal
vantagem desses testes em relacdo ao RT-PCR inclui a simplicidade de
utilizagao, pois podem ser realizados no proprio local de atendimento mediante
a simples aplicagdo de um cotonete em contato com o reagente. Além disso,
apresentam agilidade nos resultados, que sdo obtidos em um intervalo de 15 a
30 minutos. Outra vantagem associada ao uso de testes POC ¢é a possibilidade
de realizar um novo teste em um curto intervalo de tempo, devido ao custo
reduzido, permitindo um monitoramento periédico do individuo (11,12).

A desvantagem dos testes rapidos de antigeno em comparagdo com o
RT-PCR, esta na sua sensibilidade moderada, com respostas que dependem do
periodo de viremia em que o individuo se encontra durante a testagem, assim
como a carga viral presente. Em quadros assintomaticos ou em casos de baixa

carga viral, esses testes podem resultar em falsos negativos (13).



A pandemia destacou a urgéncia de testes rapidos e periddicos para uma
gestao eficaz da doenca. Além disso, evidenciou a falta de preparo global em
relagdo aos dispositivos de diagnodstico, comprometendo a capacidade de
realizar testagens rapidas e em larga escala. Diante desse cenario, surgiu uma
demanda significativa por abordagens POC que oferegam detecgéo rapida,
acessibilidade econdmica e facilidade de uso, ndo apenas para o monitoramento
da Covid-19, mas também para diversas outras patologias. Nesse contexto, os
biossensores magnetoelasticos se apresentam como uma alternativa

interessante e promissora (14,15).

1.2 Biossensores Magnetoelasticos

Biossensores sdo dispositivos analiticos de detecgcdo que convertem
eventos de reconhecimento biomolecular em sinais fisico-quimicos mensuraveis.
Sao compostos principalmente por elementos de reconhecimento biolégico e
transdutores. As principais classes de biossensores incluem dispositivos
eletroquimicos, Opticos e massicos (16,17).

Nos ultimos anos, uma variedade de biossensores de alta sensitividade e
especificidade foi desenvolvida para aplicagbes nas mais diversas areas, que
incluem medicina, biomedicina, alimentos e monitoramento de ambiente (18).
Contudo, existem desafios significativos no desenvolvimento de solugdes que
sejam simultaneamente simples, rapidas e acessiveis para biossensores,
visando oferecer monitoramento POC. Os critérios essenciais para diagndésticos
POC demandam dispositivos de medigao portateis e de trabalho rapido, capazes
de fornecer diversos parametros fisioldgicos e conduzir analises a niveis
biomoleculares e celulares (19).

A Tabela 1 oferece uma analise comparativa das diferentes abordagens
utilizadas para o diagnostico, destacando as principais vantagens e
desvantagens associadas a cada uma delas. Por meio dessa comparacéo, €
possivel entender melhor as caracteristicas distintivas de cada técnica, bem
como avaliar sua eficacia, precisao e custo, dentre outros aspectos relevantes

para uma determinada aplicagcao ou cenario clinico.



Tabela 1. Comparacéo entre diferentes abordagem para diagndstico em relagao as suas
principais vantagens e desvantagens [adaptado de (20)]

Abordagem Vantagem Desvantagem
PCR Sensivel Etapas complexas de pré-
Especifico tratamento

Instrumentos sofisticados e
custo elevado

Piezoelétrico Réapido Fragilidade
Sensivel
Especifico
Magnetoelastico Rapido Depende do uso de bobinas
Sensivel Corrente parasita
Especifico
Wireless
Optico Rapido Etapas complexas de pré-
Sensivel tratamento
Especifico Instrumentos sofisticados
Eletroquimico Rapido Baixa estabilidade e
Sensivel repetibilidade para amostras
Custo baixo complexas

Um parametro importante para qualquer ferramenta utilizada para
diagndstico médico e identificacdo de patdégenos € o limite de detecgdo (LOD).
O LOD consiste na concentracdo minima do alvo em analise que pode ser
detectada com diferenca significativa do sinal de base (21). No entanto, o LOD
de cada técnica é influenciado por diversos parametros, tais como sensitividade,
seletividade, relacdo sinal-ruido, efeitos de matriz, entre outros. Esses
parametros serdo discutidos com mais detalhes para os biossensores
magnetoelasticos no tdpico 1.2.6. A Tabela 2 apresenta uma comparagao entre
o LOD de diferentes métodos para deteccao de anticorpos E2 para a febre suina
classica (CSFV).

Tabela 2. Métodos para deteccdo de anticorpos E2 para a CSFV [adaptado de (22)]

Abordagem LOD (ng/mL)
ELISA* 100
SPR** 10

Magnetoelastico 2,466

* Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay, ** Ressonancia Plasménica de Superficie



Na area dos biossensores, os magnetoelasticos sdo uma alternativa
importante para o uso como POC pela sua versatilidade. Além disso, essa classe
de sensores tém despertado interesse para sua aplicagdo como biossensor
devido a possibilidade de monitoramento wireless, sem que seja necessaria a
utilizacdo de conexdes fisicas ou contatos elétricos. Diversos parametros
biologicos podem ser avaliados com esses biossensores, como a concentragao
de glicose no sangue (23), a coagulagao do sangue (24), o monitoramento de
deformacdo Ossea e taxa de degradacao de osso artificial (25,26).

Recentemente, foram publicados trés artigos de revisdo em periodicos
cientificos de elevado impacto, abordando a utilizacdo de biossensores
magnetoelasticos no contexto diagnostico. Nas publicagdes, os autores
destacaram a relevancia do desenvolvimento de sensores versateis, capazes de
monitorar continuamente o ambiente, e enfatizaram como esses dispositivos
podem constituir uma area de pesquisa importante nos proximos anos. Além
disso, os artigos publicados oferecem diretrizes aos pesquisadores no campo de
biossensores magnetoelasticos, explorando possibilidades para melhorar o
desempenho de detecgao e ampliar as areas de aplicagao desses dispositivos
(20,22,27).

1.2.1 Material, principio de funcionamento e medigao

Os sensores magnetoelasticos sdo fabricados na forma de fitas pelo
processo de melt spinning. Nesse método, uma liga metalica € fundida em alta
temperatura e vertida sobre um disco de resfriamento com rotagao controlada.
Esse processo resulta em um resfriamento rapido e impede a cristalizagao da
estrutura para manté-la amorfa (28). Como consequéncia deste tipo de
processamento, a fita obtida apresenta diferencga significativa de rugosidades em
cada um dos lados, ou seja, o lado que solidifica em contato com o rolo de
resfriamento exibe uma rugosidade superior em comparacdo ao lado que
solidifica em exposi¢céo ao vacuo do ambiente (29).

Em geral, o material utilizado para a fabricagdo dos sensores € uma liga
ferromagnética amorfa, composta por 45% em massa de ferro, 45% de niquel,
7% de molibdénio e 3% de boro. Existem também ligas ricas em manganés,

zinco, galio, aluminio, térbio e disprdsio. Algumas ligas bastante utilizadas pela
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industria de sensores, apresentam composicdo FesoNizsMosB1s e da
Fes1B13.5Si35C2. A empresa Metglas € uma das principais produtoras deste
material, que é comercializado com o nome de METGLAS 2628MB (30). A Tabela
3 apresenta os valores das propriedades fisicas e magnéticas da liga. Também
conhecidos como “vidros metalicos”, por apresentarem estrutura amorfa, esses
materiais exibem propriedades fisicas e magnéticas muito interessantes devido
a sua microestrutura homogénea livre de anisotropia magnetocristalina (31).
Comparados com materiais de estrutura cristalina, as ligas magnetoelasticas
amorfas exibem maior eficiéncia na conversao de energia elastica-magnética, e

por isso sdo ideais para aplicagdo como sensores (32).

Tabela 3. Propriedades fisicas e magnéticas da liga METGLAS 2628MB (30)

Propriedade Valor
Densidade (g/cm?) 7,90
Dureza Vickers (carga de 50 g) 740
Médulo de elasticidade (GPa) 100-120
Resisténcia a tracdo (GPa) 1-2
Expansao térmica (ppm/°C) 11,7
Temperatura de cristalizagéo (°C) 410
Médulo de Young (GPa) 200
Inducéo de saturacéo (T) 0,88
Magnetoestriccdo de saturacao (ppm) 12
Temperatura de Curie (°C) 353

O principio de funcionamento dos sensores magnetoelasticos é baseado
nos efeitos magnetoestrictivo e magnetoelastico do material amorfo. A
magnetoestricgdo, ou efeito Joule, promove a movimentagdo das paredes de
dominio magnético e faz com que o corpo expanda ou encolha em fungao de um
campo magnético (H) aplicado, ou seja, converte energia magnética em elastica
(Figura 1). Por outro lado, o efeito magnetoelastico, ou efeito Villari, consiste na
mudanga no estado magnético do material quando uma tensdo mecanica é
aplicada e, dessa forma, converte energia elastica em magnética. O
comportamento dindmico desses processos resulta na propagacao de ondas

elasticas acusticas ao longo do substrato magnético. As ondas elasticas dentro
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do material magnetoelastico geram um fluxo magnético, fazendo com que o
sensor entre em estado de ressonancia. Por fim, essa ressonancia elastica pode
ser captada de maneira remota, por meio de métodos magnéticos, acusticos ou

opticos para detecgao (27,33,34).
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Figura 1. Alinhamento dos dominios magnéticos no fenbmeno de magnetoestriccdo quando
um campo magnético (H) é aplicado em um material magnetoeléstico [adaptado de (27)].

Cada sensor apresenta uma frequéncia fundamental de ressonancia, fo,
determinada pela Equacao 1, onde L, E, p e v representam o comprimento do

sensor, o modulo de elasticidade, a densidade e o coeficiente de Poisson.

1 E
fo= 5 /—p(l—v) (1)

A atratividade desse material para aplicacdo em sensores reside na
capacidade de sua frequéncia fundamental fo ser sensivel a diversos fatores
externos que induzem forgcas de amortecimento na superficie dos sensores
(34,35). Uma dessas forcas de amortecimento resulta do carregamento de
massa sobre a superficie. Esse carregamento afeta as propriedades da onda
acustica em propagacgao (e. g. velocidade e amplitude) o que leva a uma
mudanga na frequéncia fundamental de ressonancia do sensor (36). Esse efeito
provoca redugao no valor da fo que é inversamente proporcional ao acréscimo
de massa na superficie (34). A Equacgao 2 apresenta a relagdo de variagao de
frequéncia (Af), na qual mo é a massa inicial do sensor e fc € a frequéncia de

ressonancia do sensor apds o carregamento de massa.

Af = fi= fo= ~fopm (2)
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Na area dos biossensores, esses dispositivos destacam-se pela
capacidade de deteccao especifica de patdogenos. Essa detecgao ocorre por
meio do acoplamento do patégeno a superficie do sensor, que
consequentemente ocasiona um aumento de massa e resulta na diminui¢cado da
frequéncia fundamental de ressonéncia do sensor. Por isso, os biossensores
magnetoelasticos pertencem a classe dos sensores massicos e seu principio de
deteccdo € baseado em pequenas variagdbes de massa. O principio de

funcionamento de um biossensor magnetoelastico é ilustrado na Figura 2.
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Figura 2. Funcionamento do biossensor em (a) interacao bioldgica na superficie (b) sistema de
deteccéo e (c) grafico do espectro de frequéncia antes e apds a interacao (20).

A medigao da frequéncia de ressonancia em sensores magnetoelasticos
€ comumente conduzida por meio de uma bobina eletromagnética conectada a
um analisador de rede. A funcdo da bobina é detectar a frequéncia de
ressonancia do sensor. Posteriormente, o analisador de rede converte o sinal
proveniente da bobina em um pico no espectro de frequéncia, correspondendo
precisamente ao valor da frequéncia de ressonancia do sensor (33,34). O
sistema de medigao sera discutido em detalhes no Capitulo 3.

Os sensores magnetoelasticos podem ser utilizados para uma ampla

variedade de aplicagdes, como por exemplo: monitoramento de temperatura,
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umidade, pressdo, taxa de fluxo, medidas de viscosidade e densidade de
liquidos, pH e deteccdo quimica de gases (33,34). Por esse motivo, é
fundamental ter controle sobre fatores que influenciam na resposta desses
sensores quando utilizados para detec¢cdo de patdogenos para que apenas o

incremento de massa causado pelas interagdes bioldgicas seja detectado.
1.2.2 Influéncia de fatores extrinsecos na resposta dos biossensores

Dado que os biossensores magnetoelasticos operam com base em
medicdes de massa, um parametro importante para avaliar sua eficacia é a
sensitividade de massa (Sm). A Sm € definida como a variacdo da frequéncia de
ressonancia por unidade de massa aplicada e pode ser estimada, considerando
uma relagdo comprimento/largura de 5, através da Equacéo 3 (que é derivada
das Equacdes 1 e 2) (36-39) na qual L € comprimento do sensor e t € a

espessura.

5 E

Sm = 2pL3t Al p(1—V) 3)

A relagdo comprimento/largura de 5 €& essencial, pois 0 sensor deve
possuir comprimento adequado para permitir que seu primeiro modo de vibragao
se assemelhe a uma vibragdo longitudinal pura, consequentemente, o
comprimento da fita tem que ser maior que as dimensdes transversais. Além
disso, a largura precisa ser suficientemente ampla para proporcionar uma area
de superficie que facilite as interagdes biologicas (34,40).

Saiz et al. (27) resumiram trés parametros criticos para melhorar o
desempenho dos sensores magnetoelasticos: (I) sensitividade e limite minimo
de deteccgao, (ll) fator de qualidade de ressonancia e (lll) resisténcia a corrosao.
Numerosos estudos exploraram maneiras de aumentar a sensitividade, com foco
principalmente na redugdo do tamanho do sensor (41), na alteragédo da
geometria (42) e na otimizagdo do posicionamento da massa (43,44). No
entanto, interferéncias externas podem impactar significativamente a resposta

de ressonancia dos biossensores e reduzir a sensitividade. Fatores como
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flutuacdes de temperatura causadas pelo ambiente, sistema ou mesmos as
solugdes utilizadas para analise, campo magnético polarizado aplicado (DC bias)
e processos de corrosdo podem introduzir efeitos indesejaveis. O controle eficaz
dessas interferéncias é vital para medi¢des estaveis e precisas, garantindo que
os fatores externos ndo mascarem a mudanca de frequéncia de ressonancia
resultante das interagdes bioldgicas esperada nos biossensores.

A relevancia de evitar processos corrosivos reside no aumento de massa
decorrente da formacdo de oOxidos na superficie do sensor. Os sensores
magnetoelasticos, detectam variagbes de massa, mas ndo sdo capazes de
distinguir eventos corrosivos de interagdes biologicas em suas respostas de
variacdo de frequéncia, ou seja, combinam os dois processos de aumento de
massa em uma unica resposta. Dessa forma, um evento pode mascarar o outro
e comprometer a precisao e confiabilidade da deteccdo. Embora muitos estudos
tenham empregado camadas protetoras de cromo (Cr) e ouro (Au) na superficie
do sensor (45,46), juntamente com tratamentos térmicos subsequentes para
melhorar a ades&o entre as camadas de Cr e Au e a fita magnetoelastica (47—
49), observou-se que essa abordagem pode nao ser plenamente eficaz quando
0S sensores sao expostos a meios corrosivos durante periodos prolongados. Por
isso, € extremamente necessario explorar alternativas para aumentar a
resisténcia a corrosdo desses sensores.

Além de conferir resisténcia a corrosdo o ouro tem também a funcio de
promover biocompatiblidade ao sensor ja que a liga magnetoelastica nao tem
essa propriedade. A partir do ouro sdo construidas as camada biologicas de
funcionalizagédo para que o biossensor seja utilizado como uma ferramenta de

detecgéo de patdgenos.

1.2.3 Funcionalizagao da superficie do biossensor

A funcionalizacdo da superficie € um passo crucial no processo de
fabricacdo do biossensor pois € a base para uma deteccao eficaz do analito.
Para isso, diversas camadas bioldgicas sao construidas na superficie do sensor
com o objetivo de imobilizar os agentes de bioreconhecimento. Estes agentes,
que podem incluir anticorpos, fagos, proteinas, entre outros, conferem

especificidade ao biossensor. A especificidade € a habilidade do biossensor em
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distinguir entre analitos biolégicos que constituem o alvo da deteccdo, e os
demais elementos presentes da amostra (50).

Os biossensores empregados neste estudo foram funcionalizados
seguindo o mesmo principio adotado em testes rapidos de imunocromatografia
de fluxo lateral e em ensaios imunoenzimaticos de ELISA (Enzyme Linked
Immuno Sorbent Assay). A principal diferenga entre esses testes estd no
principio de detec¢do, enquanto os biossensores magnetoelasticos detectam
variagbes de massa, os testes de fluxo lateral e ELISA detectam alteragbes
colorimétricas. Porém, ambos os testes se baseiam em reacdes
antigeno/anticorpo para a identificar o analito alvo.

A funcionalizagao, portanto, nada mais € do que uma série de etapas que
tem como principal objetivo imobilizar o anticorpo na superficie do sensor. Uma
das principais estratégias para isso é a utilizagdo de monocamadas auto-
organizaveis, do inglés self assembled monolayers (SAM). Essa forma de
funcionalizacdo pode ser dividida essencialmente em 3 etapas principais: (l)

formagao da SAM, (ll) imobilizagado do anticorpo e (lll) bloqueio da superficie.

() Formacao da Self Assembled Monolayers

As SAM sao formadas por moléculas organicas que, quando dispostas
sobre superficies especificas, originam um material nanoestruturado de maneira
ordenada, sem a necessidade de intervengdo externa. Normalmente, a
espessura de uma SAM varia entre 1 e 3 nandmetros. Através dessas camadas,
€ possivel modificar propriedades superficiais, tais como a molhabilidade,
friccdo, lubrificagdo, adsorgao de proteinas e adeséo de bactérias (51,52). Na
area de biossensores, o interesse principal nessas moléculas € devido a
capacidade de conferir funcionalidade quimica a superficie de ouro,
possibilitando a conexao de sistemas bioldgicos complexos ao sensor (53).

A composicao estrutural tipica de uma molécula de SAM inclui, em uma
de suas extremidades, um grupo tiol (-SH), enquanto a outra extremidade é
caracterizada pela presenga de um grupo funcional (geralmente -COOH ou
-NHz2). Entretanto, existem outras configuragdes para as moléculas da SAM que
englobam trés tipos principais: alcanotidis (R-SH), dissulfetos de dialquil (RS-
SR) e sulfetos de dialquil (R-S-R).
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O processo de ligagdo dessas moléculas com a superficie do sensor
ocorre devido a forte adsorgao preferencial do grupo tiol ao ouro planar Au(111).
Os tidis sdo adsorvidos a temperatura ambiente e formam uma forte ligagcao
tiolato-metal (Au-S-(CH2)nX). Essa ligac&o ocorre apés a dissociagao entre S-H,
que acontece espontaneamente em superficies metalicas limpas. O atomo de H,
liberado por esta reacéo, pode ser adsorvido ou eliminado da superficie metalica,
na forma de Hz, dependendo da interagéo do atomo de H com a superficie (52).
Por fim, o resultado € uma monocamada bem estruturada com o grupo funcional
apontando para fora da superficie (54).

As evidéncias atualmente disponiveis acerca da formag¢ao da SAM a partir
de tidis (R-SH) e seus analogos dissulfetos (RS-SR) em superficies de ouro,
sugerem que ambos originam monocamadas com estruturas semelhantes.
Contudo, os tidis apresentam maior solubilidade em comparagao aos dissulfetos,
tornando-os preferenciais para aplicagdes praticas. Adicionalmente, observou-
se que a cinética de adsorgao dos dissulfetos € mais lenta quando comparada a
dos tiois correspondentes (47-49).

O protocolo mais empregado para a preparagdao da SAM em superficies
de ouro envolve a imersao do substrato em uma solugao de tidis por um periodo
de 18 a 24 horas a temperatura ambiente. A adsorgao inicial ocorre nos primeiros
segundos, seguida por uma fase de organizacdo que continua por
aproximadamente 15 horas, para a formagdo completa da monocamada. O
objetivo dessa etapa mais longa € maximizar a densidade das moléculas e
minimizar os defeitos. Diversos fatores experimentais podem influenciar a
estrutura da monocamada, incluindo a pureza do solvente, temperatura de
processamento, concentragao da solugao, tempo de imersao, pureza dos tidis,
concentracdo de oxigénio em solugdo e limpeza do substrato. Propriedades
reprodutiveis da SAM sao alcangadas quando formadas em substratos imersos
em solugdes de tidis dentro da primeira hora de preparacdo e limpos em
condi¢des fortemente oxidantes (53).

A limpeza da superficie € uma etapa importante para que a
funcionalizagéo seja efetiva. Na literatura, diversos trabalhos apresentam como
forma de limpeza a utilizacdo de uma sequéncia de solventes como acetona,
etanol, isopropanol e agua ultrapura (46,47,55). Além disso, alguns estudos

ressaltam a eficacia da limpeza de superficies de ouro por meio do uso de
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plasma de oxigénio (53). Apés a ancoragem da SAM no substrato, € necessario
prepara-la para a ligacdo com o anticorpo. A ligagdo ocorre entre o grupo

funcional da SAM com o fragmento Fc da molécula do anticorpo.
(I1) Imobilizagao do anticorpo

Os anticorpos sdao amplamente utilizados como bioreceptores devido a
sua alta especificidade, isto €, a sua habilidade de combinagdo apenas com um
antigeno especifico (56). Por esse motivo, sdo a escolha preferencial para a
utilizagdo em biossensores para diagnodstico de sistemas a base de proteinas.
Os anticorpos humanos sao glicoproteinas, da classe das globulinas, também
conhecidas como imunoglobulinas humanas (Ig). S&do divididas em 5 classes:
IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, sendo os IgG os mais abundantes. S&o produzidos
pelos linfocitos-B e possuem como principal fungdo garantir a defesa do
organismo através do sistema imunoldgico. Os anticorpos possuem duas regides
principais de ligagao (Figura 3): (I) fragmento de ligagédo ao antigeno (Fab), que &
a regiao do anticorpo responsavel pela interagdo com o antigeno, ou seja, é a
parte responsavel pelo bioreconhecimento devido a sua alta especificidade, e (ll)
fragmento cristalizavel (Fc) corresponde a regido do anticorpo capaz de formar
ligagbes com varios tipos de estruturas como grupamentos amina, carboxil e
sulfidril (17).
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Figura 3. Estrutura tipica de um anticorpo IgG, em (a) estrutura de ligacdes e (b) cristalina (57).
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As aminas primarias (-NH2) s&o o alvo mais comum para a conjugac¢ao
dos anticorpos com outros componentes bioldgicos. As aminas estao
abundantemente distribuidas por todo o anticorpo e séo facilmente modificaveis,
devido a sua reatividade e a sua localizacao superficial na estrutura do anticorpo
(56). Em uma situagao ideal, as aminas da regido Fc do anticorpo, devem se ligar
ao grupo funcional acido carboxilico da SAM. Dessa forma, o anticorpo fica
orientado para fora da superficie com o terminal Fab disponivel para fazer a
captura do antigeno. Entretanto, a orientagdo correta do anticorpo requer uma
série de cuidados e, nem sempre, € obtida. Uma orientagcdo bem definida pode
evitar resultados falsos negativos e diminuir o LOD. Existem estratégias para
garantir a orientacdo correta do anticorpo como, por exemplo, a utilizagdo de

proteina A/G ou da interagdo biotina/estreptavidina (58).

(lll) Bloqueio da superficie

A etapa final da funcionalizagdo de um biossensor consiste no bloqueio
da superficie, que garante a eficacia de deteccdo. Um bloqueio efetivo
desempenha um papel significativo ao evitar ligagdes inespecificas, as quais
podem impactar negativamente a sensibilidade do biossensor. Em condicdes
ideais, o alvo de detecgdo deve interagir exclusivamente com os sitios de ligagcéo
especificos. Contudo, na pratica, € bastante comum a ocorréncia de ligagdes
inespecificas, onde o alvo se liga a regides indesejadas. Portanto, a otimizacao
das condi¢cdes de bloqueio € essencial para aprimorar a sensitividade de
detecgdo dos biossensores magnetoelasticos. Entre os principais tipos de
bloqueio utilizados para este fim estdo a etanolamina (59,60), a glicina (61) e
proteina albumina sérica bovina (BSA) (62,63) reconhecidos por suas
propriedades de bloqueio e sua capacidade de minimizar a adsor¢ao nao
especifica de proteinas.

A Figura 4 representa graficamente um resumo das trés etapas
fundamentais do processo de funcionalizacdo do sensor para transforma-lo em
um biossensor pronto para ser empregado na detecgado de patdégenos e no
diagnostico.
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Figura 4. Representacao esquematica das trés principais etapas da funcionalizacao: (I) SAM,
(I) imobilizacao dos anticorpos e (1) bloqueio da superficie.

1.2.4 Amplificagao da resposta com nanoparticulas de ouro

Em biossensores magnetoelasticos aplicados para diagndstico de
doencas virais, € imprescindivel a utilizacdo de nanoparticulas. Sua fungao
principal € proporcionar aumento de massa, ja que as particulas virais sdo muito
leves e, sozinhas, ndo oferecem o incremento de massa necessario para
detecgado. Para ilustrar, a massa de uma bactéria E. coli € de 7x10-'6 kg enquanto
de um virus é de aproximadamente 10-2° kg. Quanto ao tamanho, uma bactéria
mede, em meédia 2 um, enquanto o tamanho dos virus podem variar de 20 a 200
nm. A particula viral do Sars-CoV-2 apresenta 100 nm de didmetro (64). Entre as
nanoparticulas utilizadas nas areas bioldgica e médica, as de ouro (AuNPs) se
destacam devido a sua facilidade de sintese e funcionalizacéo, alta estabilidade,
biocompatibilidade e inércia quimica (65,66).

Dessa forma, elementos de bioreconhecimento (anticorpos) sao
imobilizados na superficie das AuNPs, formando uma interface altamente
especifica para a captura do virus alvo. Essa estratégia permite que as
nanoparticulas atuem como agentes de captura, interagindo seletivamente com
0 virus, e posteriormente, se ligando a superficie do sensor funcionalizado. Esse
processo é fundamental para facilitar a detecg¢ao precisa e eficaz do patégeno.

A Figura 5 resume essas etapas.
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Para a conjugacdo dos anticorpos na superficie das AuNPs, séo
empregados principalmente dois processos: a adsor¢ao fisica e a ligagao
quimica. A conjugacgao por meio da adsorgao fisica ocorrem devido as forgas
eletrostaticas e as ligagbes secundarias de hidrogénio e van der Waals que
surgem entre os grupos funcionais dos anticorpos e a superficie das AUNPs. Este
meétodo de conjugagao € caracterizado pela sua simplicidade e praticidade, pois
nao requer modificagdbes quimicas nem nos anticorpos nem nas AuNPs. A
grande desvantagem desse método é a orientagao aleatéria do anticorpo que
reduz a capacidade de ligagao ao antigeno (65).

Por outro lado, a conjugacdo por adsorgdo quimica apresenta a
desvantagem de ser um procedimento trabalhoso, que envolve multiplas etapas
complexas, como a modificagdo quimica tanto do anticorpo quanto das AuNPs.
Contudo, a grande vantagem desse método reside na otimizagao da orientagcao
dos anticorpos, resultando em um aumento significativo da capacidade de

ligacao ao antigeno (65,67).
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Figura 5. Representacdo esquematica das trés principais etapas para o diagnostico. 1)
particulas virais sao apresentadas as AuNPs, 2) AuNPs capturam as particula virais e 3) se
ligam & superficie do biossensor.
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No entanto, para biossensores utilizados para deteccdo de particulas
virais, simplesmente utilizar as AUNPs n&o é o suficiente para maximizar o sinal
de resposta e a sensitividade de massa. Um aspecto importante a ser
considerado, especialmente em biossensores que se baseiam na propagacao
de ondas acusticas, é o posicionamento da massa na superficie do sensor, ou

seja, as areas especificas onde as nanoparticulas serao ligadas.

1.2.5 Influéncia do posicionamento de massa na sensitividade dos

biossensores

O posicionamento da massa na superficie do sensor também
desempenha um papel crucial na sua sensitividade (43). Segundo S. Li e Z.-Y.
Cheng (37), embora avancos significativos foram obtidos no desenvolvimento de
biossensores magnetoelasticos, permanece a preocupagao constante sobre o
impacto da localizagdo da massa na sensitividade desses sensores. Este efeito
€ particularmente significativo na detec¢cdo de bactérias/virus, uma vez que,
nesses casos, a carga de massa é inevitavelmente distribuida de maneira n&o
uniforme sobre a superficie do biossensor.

Sabe-se que a variagao na frequéncia de ressonancia difere quando uma
quantidade fixa de massa esta localizada de maneira concentrada em um ponto
especifico na superficie do sensor, em comparagao com uma distribuicdo
uniforme. A principal razdo para esse fendmeno esta associada a diminuigao na
velocidade da onda acustica que se propaga no sensor. A presenga de massa
concentrada cria uma obstrugdo para a onda, 0 que gera alteragcbes em suas
propriedades de propagacao (37,68).

Outro aspecto de significativa importancia reside no processo de
propagacado da onda acustica no interior do material magnetoelastico. Nesse
processo, fendbmenos como a reflexdo da onda nas extremidades livres do
sensor desencadeiam a anulagdo da onda em determinadas regides do sensor
(que variam de acordo com a ordem do modo de vibragao), especialmente para
o modo fundamental de ressonancia, resultando na formacao de regides com
pontos nodais (68). Em outras palavras, esses pontos nodais resultam de
interferéncias destrutivas entre as ondas acusticas incidentes e refletidas.

Nessas regides, a amplitude de oscilagéo € minima e, portanto, qualquer massa
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carregada nesses pontos nao afetara a frequéncia de ressonéncia do sensor
(37). Dessa forma, a existéncia de pontos nodais diminuiu a sensitividade de
massa e a confiabilidade desses sensores (36).

Zhang et al. (39), realizaram um estudo tedrico sobre a sensitividade de
massa de biossensores magnetoelasticos com carregamento de massa
concentrado em diferentes regides do sensor. Eles avaliaram esse efeito para os
quatro primeiros modos de ressonancia. Para o estudo, os autores consideraram
um sensor com dimensdes de 1 x 0.2 x 0.015 mm e utilizam uma série de
equacdes e o software MATLAB para realizar os calculos. A Figura 6a apresenta
a sensitividade de massa em fungéo da posi¢cao do carregamento de massa sob
os diferentes modos de ressonancia. Os autores ajustaram aos dados a equacéao
Sm = A cos2t (linhas pontilhadas), na qual A € uma constante e concluiram que
a sensibilidade da massa é fungao de apenas um parametro independente t e é
linearmente proporcional a cos2t. Similarmente, verificaram que o deslocamento
do sensor, causado pela vibragéo, (u?) em fungdo do carregamento de massa
(xc) (Figura 6b) mostra a mesma tendéncia de variagao que a da curva na Figura
6a para o modo de ressonancia de mesma ordem. Em outras palavras, Sm é
linearmente proporcional a u? no ponto onde a massa é carregada e, portanto,
diferentes posicdes de carregamento de massa resultam diferente sensitividade.
Além disso, também observaram que a Sm foi sempre igual a zero,
independentemente da quantidade de massa, quando essa foi carregada em um

ponto nodal.
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Figura 6. (a) Sm em funcéo do posicionamento de massa e (b) deslocamento em fun¢éo do
posicionamento de massa (39).
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Quando se trata dos biossensores magnetoelasticos empregados na area
da saude, como na identificacdo de patdgenos ou no diagnéstico médico, a
presengca da massa sobre um ponto nodal pode resultar em uma variagao
insignificante na frequéncia de ressonancia. Isso, por sua vez, pode levar a
resultados falsos negativos e comprometer a precisdo da detecgéo, afetando a
confiabilidade do biossensor em aplicagdes de criticas para a saude (39). Dessa
forma, é de extrema importdncia avaliar estratégias de funcionalizagéo
controlada da superficie desses sensores, a fim de evitar que a massa se

deposite sobre os pontos nodais.

1.2.6 Aplicagoes

Desde o surgimento dos primeiros estudos com sensores
magnetoelasticos para bioaplicagdes, por volta do anos 2000, sem duvida o tema
mais explorado foi a sua utilizagdo para deteccao de bactérias, tais como
Salmonella typhimurium, Escherichia coli e Staphylococcus aureus.

Grande parte dos estudos sobre Salmonella typhimurium pertencem ao
grupo do Professor Bryan A. Chin (Auburn University, USA). Nos trabalhos
publicados entre 2007 e 2017, foi avaliada principalmente a utilizacdo dos
biossensores magnetoelasticos para detecgdo da bactéria na industria
alimenticia como, por exemplo, em ovos, tomate e espinafre. Além disso, por se
tratar de deteccédo de bactéria, os trabalhos também apresentam informacgdes
importantes sobre a funcionalizagdo da superficie do sensor com bacteriéfagos
que, nesse caso, sdo os elementos de bioreconhecimento (45,69-77). Além da
Salmonella, o grupo também estudou a detecgédo da bactéria Bacillus anthracis
em liquidos (40,78).

Nos estudos sobre Escherichia coli, predominantemente do grupo de
pesquisa do Professor Craig A. Grimes (University Park, USA), foram explorados
um sistema portatil de medicao para os biossensores magnetoelasticos e o0 uso
de nanoparticulas magnéticas para amplificar o sinal de resposta (79,80).

Em relacdo a detecgao de Staphylococcus aureus, Hiremath et al. (81)
obtiveram um biossensor magnetoelastico com um limite de detecg¢ao de 3,0 log
cfu/mL, que foi aproximadamente 2 log menor que o do método de ressonancia

plasmdnica de superficie. Menti et al. (82), avaliaram a influéncia de diferentes

24



estratégias para imobilizagcdo dos anticorpos, especificos para Staphylococcus
aureus na superficie do biossensor.

Estudos mais recentes, publicados entre 2018 e 2021, utilizaram
biossensores magnetoelasticos para detectar antigeno carcinoembrionario (46),
albumina sérica humana (55) e lisozimas (35). A Tabele 4 apresenta o limite de
deteccao de alguns dos estudos citados. No entanto, é importante destacar que
o limite de deteccdo dos biossensores magnetoelasticos é influenciado por
diversos parametros e, por isso, a comparacgao direta entre eles nao é algo trivial.
Resumidamente, os principais parédmetros que influenciam o LOD dos
biossensores magnetoelasticos incluem (21):

e Sensitividade: capacidade do sensor em detectar pequenas alteragdes na
concentracdo do alvo. Sensores de maior sensitividade detectam
concentragcdes mais baixas do alvo.

e Seletividade: habilidade do sensor em distinguir entre o alvo de detecgao
e demais substancias presentes na amostra. Quanto maior for a
sensitividade do sensor, menor sera o limite de detecgao.

e Relagao sinal-ruido: A relagao entre o sinal produzido pelo alvo e o ruido
de fundo. Uma relagao sinal-ruido mais alta permite a detecgdo de
concentragcdes mais baixas do alvo.

e Estabilidade: Capacidade do sensor em manter seu desempenho ao
longo do tempo. Sensores estaveis sao mais confiaveis na deteccao
consistente de baixas concentragdes do alvo.

e Propriedades superficiais: A area superficial e a funcionalizagdo da
superficie podem afetar a adsorcao e ligagao dos analitos, influenciando
o limite de deteccéo.

o Efeitos de matrizz A presengca de matrizes complexas, como fluidos
biolégicos ou amostras ambientais, pode interferir na capacidade do
sensor de detectar analitos e influenciar no limite de deteccgao.

¢ Instrumentagao: O design e as caracteristicas da instrumentagéo usada
para medir a resposta do sensor podem impactar o limite de detecgao.
Fatores como resolucdo, faixa dindmica e calibracdo do instrumento

podem afetar a sensibilidade e relagao sinal-ruido.
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e Preparagao das amostras: O método utilizado para preparar a amostra

para analise também pode influenciar o limite de deteccéo.

Tabela 4. Limite de deteccéo de biossensores magnetoelasticos para diversos patégenos (20)

Alvo LOD

S. typhimurium 5 x 10° CFU/mL
B. anthracis em agua 10° CFU/mL
E. coli em agua 10° CFU/mL

B. anthracis em agua 10* esporos/mL
Patdgenos em agua 100 CFU/mL
Octacloroestireno 2,8 x10°M
Albumina sérica humana 0,039 pg/mL

Antigeno carcinoembrionério 1 pg/mL

Em relagdo a aplicacdo de biossensores magnetoelasticos para a
deteccao de virus, a literatura € bastante limitada, com apenas dois estudos
identificados até o momento, que s&o atribuidos ao mesmo grupo de pesquisa e
abordam a deteccdo do virus da febre suina classica. O primeiro estudo,
publicado em 2016, avaliou especificamente particulas virais do CSFV. O
biossensor apresentou limite de deteccdo de 0,6 pg/mL (83). No estudo
subsequente, publicado no ano seguinte, os pesquisadores exploraram a
detecgdo de anticorpos E2 do CSFV, empregando uma técnica de precipitagéo
biocatalitica para amplificar a mudanca de massa na reagdao de ligacao
especifica antigeno-anticorpo. Utilizando esse protocolo, foi alcangado um limite
de detecgéo de 2,466 ng/mL (47).

Em 2022, Kurita et al. (84) publicaram um estudo sobre a deteccdo de
particulas semelhantes a virus utilizando a energia de vibragao
magnetoestrictiva para um sistema “self-powered”, ou seja, que gera sua propria
energia para funcionar. O sensor utilizado para esse estudo foi na forma de um
cantiléver no qual uma das extremidades do sensor fica restrita de
movimentagao. O material do sensor foi uma liga de Fe-Co/Ni revestida com Au.
Em 2023 esse mesmo grupo de pesquisa publicou um artigo utilizando o mesmo
sistema sem bateria para detecgcdo de coronavirus humano 229E (85). Os

autores demonstram a capacidade de detectar virus utilizando microparticulas
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de silica de didmetro de 1000 nm. Contudo, o tamanho médio dos virus mais
comuns esta na faixa entre 20 e 400 nm (84).

Diante do exposto, observa-se que a literatura contém uma ampla gama
de estudos sobre biossensores magnetoelasticos voltados para a detecgéo de
bactérias, enquanto sdo escassos os trabalhos que exploram o uso desses
biossensores na detecgdo de virus. Varios motivos podem explicar essa
disparidade, destacando-se, ao longo desta revisdo, a influéncia de fatores
extrinsecos e a importéncia do posicionamento da massa na sensitividade dos
sensores, além da notavel diferenca de tamanho e massa entre virus e bactérias.

Além disso, apesar dos esfor¢os consideraveis da comunidade cientifica
para desenvolver biossensores magnetoelasticos destinados a aplicagdes em
areas relacionadas a saude, ainda ndo se encontra no mercado um dispositivo
comercial para este fim. Apesar de esses biossensores oferecerem uma série de
beneficios, incluindo a alta sensitividade, resposta rapida e monitoramento
wireless, as suas limitagdes, principalmente em relacdo a reprodutibilidade de
resposta limitam o uso desses biossensores para sua disponibilizagao para uso
comercial.

No entanto, o futuro da medicina e dos sistemas de saude publica exigira
cada vez mais dispositivos que possam oferecer monitoramento continuo de
pacientes e se integrem diretamente aos sistemas de atendimento, como
hospitais ou consultérios médicos, por meio de dispositivos moveis, por exemplo
(Figura 7a).

Além disso, sera crucial avangar no desenvolvimento de dispositivos
capazes de realizar monitoramento continuo de ambientes, especialmente em
espacos publicos, visando alertar sobre o risco de determinadas doengas, como
exemplificado na Figura 7b (20,86). Em ambos os cenarios, os biossensores
magnetoelasticos se destacam devido a sua capacidade de operagao sem fio,
proporcionando uma solucdo pratica e de facil implementacdo. No entanto, é
importante reconhecer que ainda ha um longo caminho a percorrer até que essas
solugbes sejam amplamente adotadas e integradas em sistemas de
monitoramento de saude publica em larga escala. A pesquisa e o
desenvolvimento continuos sao essenciais para aprimorar a eficiéncia, a
confiabilidade e a acessibilidade desses dispositivos, garantindo sua viabilidade

e eficacia em diversas aplicacdes de detecgao e monitoramento.
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ambientes publicos (20,86).
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Capitulo 2

Objetivos

Geral

Desenvolver um biossensor magnetoelastico para detecgdo de
Sars-CoV-2.

Especificos
e Avaliar os fatores extrinsecos que influenciam na sensitividade dos
sensores magnetoelasticos

e Funcionalizar a superficie do sensor para torna-lo especifico para detectar
proteina recombinante de Sars-CoV-2

¢ Avaliar alternativas para melhorar a sensitividade de massa do biossensor
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Capitulo 3

Influéncia de fatores extrinsecos

Conforme discutido no referencial teorico, fatores extrinsecos, como
temperatura, corrente de polarizagcdo e processos de corrosao, impactam na
sensitividade dos sensores magnetoelasticos. Este capitulo se dedica de forma
especifica a explorar este tema, oferecendo uma introdugcédo concisa sobre os
detalhes do sistema de medicao e o processo de revestimento dos sensores. Em
seguida, sao apresentadas as medidas exploradas e adotadas para minimizar
esses fatores. Os principais resultados obtidos nesta etapa do estudo foram
publicados no artigo “Role of extrinsic factors on magnetoelastic resonance

biosensors sensitivity” (87).
3.1 Introdugao
(I) Sistema de medigao

Um dos sistema mais utilizado para medir a frequéncia de ressonancia
dos sensores magnetoelasticos consiste em um conjunto de bobinas
eletromagnéticas concéntricas conectadas em um analisador de rede e em uma
fonte de corrente (Figura 8) (33,34). Nessa configuragdo, a bobina interna,
conectada ao analisador de rede, é responsavel por gerar um campo magnético
alternado (AC) e capturar o sinal de resposta do sensor. A bobina externa, por
sua vez, é conectada a fonte de corrente bias e fornece um campo magnético de
polarizagao estatico (DC) em uma frequéncia especifica. Sua fungéo € amplificar
a ressonancia do sensor e, consequentemente, o sinal de resposta. Nessa

configuragéo, as medidas sao realizadas no dominio de frequéncia (33,34).
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Figura 8. Configuragcéo do sistema de medigdo dos sensores para este trabalho [adaptado de
(88)]

A bobina AC capta o sinal de resposta do sensor pela medi¢cdao do
coeficiente de reflexao, também denominado de parametro S11. Esse parametro
€ a quantidade que descreve quanto de uma onda é refletida por uma
descontinuidade de impedancia no canal de transmisséo, e pode ser definido
como a razao entre a amplitude da onda refletida e a onda incidente. A Equacéao
4 apresenta essa relacao na qual Vr € a amplitude da onda refletida e Vi da onda

incidente.

S11= 7 (4)

Fundamentalmente, o analisador de rede gera um sinal de tensao variado
no tempo e envia para a bobina de detecgdo. Em seguida, o sinal refletido da
bobina € medido e comparado com o sinal incidente para determinar a
impedancia da bobina e, assim, a magnitude e a fase dos sinais registrados pela
bobina (88). Em outras palavras, o sinal refletido do material magnetoelastico
sem ressonancia é basicamente igual ao sinal de entrada, ou seja, o valor de
S11 é igual a 1. Quando o material magnetoelastico entra em ressonancia, a
permeabilidade magnética do material muda drasticamente fazendo com que o
fluxo magnético na bobina também mude e um sinal de perturbacao é gerado na
bobina. Como consequéncia, ocorre o cancelando de parte do sinal refletido, que
faz com que o valor do parametro S11 seja diferente de 1. Como resultado, a

ressonancia do sensor causa um vale descendente no espectro de frequéncia
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de S11. O valor frequéncia correspondente ao ponto minimo € a frequéncia de
ressonancia do sensor (35).

O coeficiente de reflexdo S11 é comumente utilizado para monitorar a
frequéncia de ressonancia dos biossensores magnetoelasticos. Skinner et al.
(88), investigaram como a geometria do sensor influencia seu espectro de
ressonancia, incluindo o formato, o tamanho e a proporg¢ao do sensor, Huang et
al. (35) mostraram a deteccgéo de lisozimas em urina humana, Campanile et al.
(89) avaliaram a utilizacdo de nanoparticulas magnéticas para amplificar o sinal
de resposta de biossensor magnetoelastico, Guo et al. (49) detectaram ions de
metais pesados e Horikawa et al. (78) mostraram a deteccdo de bactérias
patogénicas de baixa concentracdo em liquidos. Em todos os trabalhos citados,
a medicdo da frequéncia de ressondncia dos biossensores foi feita pelo

parametro S11.

(Il) Otimizagao dos sensores — Corrosao

Conforme mencionado no referencial tedrico, um dos parametros
fundamentais, citado por Saiz et al. (27) para melhorar o desempenho dos
sensores magnetoelasticos € a resisténcia a corrosdo. O processo de corroséo
€ a deterioracdo gradual e indesejada de um material, devido as reacodes
quimicas com o ambiente ao seu redor. A maioria dos materiais em contato com
0 meio ambiente forma um sistema termodinamicamente instavel. Com excecéao
dos metais nobres, como ouro e platina, todos os demais metais reagem com o
ambiente externo e transformam-se em o6xidos, hidréxidos ou outras formas
semelhantes (90,91).

Entre os fatores que influenciam o processo de corrosao estao a natureza
do material, a configuracdo do ambiente (presenga de umidade, oxigénio,
produtos quimicos corrosivos), a temperatura e a presenga de tensdes
mecanicas (91). Portanto, a prevengao da corrosao geralmente envolve o uso de
revestimentos protetores, modificagdo da atmosfera ao redor do material,
controle de temperatura e umidade e o uso de materiais resistentes a corrosao.
Para biossensores magnetoelasticos, a adaptagcdo do ambiente em que sao
empregados € restrita, ja que frequentemente sao utilizados em amostras

bioldgicas liquidas contendo naturalmente sais. Assim, a estratégia viavel para
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esses sensores € a modificacdo da sua superficie para aumentar a resisténcia a
COIrosao.

Uma abordagem comum para a modificagdo superficial dos sensores € a
aplicagéo de revestimentos de Cr e Au como camadas protetoras (43,44). A
técnica mais utilizada para a aplicagdo dos revestimentos € o magnetron
sputtering, um método de deposicao fisica de vapor (PVD). O magnetron
sputtering consiste na deposi¢ao de filmes finos e utiliza plasma de alta energia
para depositar material em um substrato. Durante o processo, um alvo, do
material do revestimento, € bombardeado por ions presentes no plasma,
resultando na ejecdo de atomos do alvo. Em seguida, esses atomos se
depositam sobre o substrato adjacente, ou seja, a superficie a ser revestida,
formando um filme fino. Esse processo resulta em uma deposicao rapida e
uniforme, com controle preciso da espessura e das propriedades do filme. Em
geral, as camadas do revestimento apresentam espessuras na ordem de
nandmetros (92). A Tabela 5 apresenta valores utilizados para as camadas

protetoras de cromo, titnio e ouro, depositadas em sensores magnetoelasticos.

Tabela 5. Espessura de camadas protetoras de Ti, Cr e Au em biossensores magnetoelasticos

Condicao Ti Cr Au Ref.
superficial (nm) (nm) (nm)

Polido - * * (82)

Polido - 128 117 (93)
N&o polido - 100 100 (83)
N&o polido - 100 40 (46)
N&o polido 30 - 100 (89)
N&o polido - 90 150 (76)
N&o polido - 100 100 47)
N&o polido - 100 100 (49)

A Tabela 5 também traz informacdes sobre o polimento dos sensores.
Devido ao processo de fabricagao, a fita magnetoelastica apresenta rugosidade
diferente em cada um dos lados. Realizar o polimento da superficie dos
sensores, em vista de uniformizar a rugosidade, tem como principal vantagem o

aumento na sensitividade de massa, devido a reducdo da espessura pelo
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processo de polimento. Conforme Equacéao 3, a Sm é inversamente proporcional
a espessura do sensor (40,93). No entanto, o processo de polimento é
extremamente trabalhoso e pode ter desvantagens em relagdo a adesao das
camadas protetoras do Cr e Au com a fita magnetoelastica.

Além da aplicacdo das camadas protetoras, é frequente a utilizacdo de
tratamentos térmicos (TT) apds as deposigdes, visando melhorar a aderéncia
entre as camadas e uniformizar a superficie do ouro. Em alguns estudos,
menciona-se a aplicagdo de TT antes do revestimento para aliviar as tensdes
mecanicas decorrentes do processo de fabricacdo, corte ou polimento dos

sensores (48).

3.2 Experimental

O sistema de medicdo dos sensores magnetoelasticos foi composto por
um conjunto de bobinas eletromagnéticas (AC e DC) conectadas a um analisador
de rede (Keysight, E5061B) e a uma fonte de corrente DC. As bobinas foram
projetadas e caracterizadas pelo Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas e
apresentaram as seguintes configuragoes:

e Bobina AC - Fio 32 AWG, 72 espiras, indutancia 12 pH e resisténcia de

824 mQ.

e Bobina DC - Fio 34 AWG, 450 espiras, indutancia 931 uH e resisténcia

de 10,7 Q.

Os sensores magnetoelasticos utilizados neste trabalho foram produzidos
a partir da liga metalica amorfa METGLAS 2628MB. O material foi fornecido no
formato de fita. Os sensores foram cortados com serra (DISCO Fully Automatic
Dicing Saw DFD6341) nas dimensbes de 5 mm x 1 mm x 0,028 mm. Os
parametros utilizados foram: rotacdo 40.000 rpm, velocidade de corte 10 mm/s
e fluxo de agua no ponto de corte de 1,2 L/min.

Para o conjunto de bobinas e as dimensdes dos sensores utilizados neste
trabalho, foi verificado que o valor ideal de corrente de polarizagdo na bobina
DC, ou seja, que proporcionou um sinal com maior amplitude de resposta, foi de

60 mA. Portanto, esse valor foi utilizado para os testes experimentais.
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3.2.1 Avaliacao do efeito da temperatura

Conforme detalhado na revisdo tedrica, os sensores magnetoelasticos
sdo sensiveis as mudangas de temperatura e, por isso, exigem estabilidade
térmica durante os testes. Além do controle ambiental, é preciso gerenciar o
aquecimento interno das bobinas, causado pela corrente bias na bobina DC.
Para investigar o impacto da variagcdo de temperatura na frequéncia de
ressonancia dos sensores, registrou-se o sinal de resposta de um sensor ao
longo de 20 minutos, com medigdes de temperatura a cada 4 minutos. Um
termopar tipo K foi inserido no tubo que continha o sensor € o liquido circundante
para monitorar a temperatura. Os experimentos foram conduzidos em tampéo
fosfato-salino (PBS), uma solugdo salina tamponada padréo, frequentemente
usada em testes bioldgicos. Dois tipos de suportes para as bobinas foram
testados: um polimérico e outro de aluminio, com o propésito de determinar o
método mais eficaz para dissipar o calor do sistema e garantir que o sensor nao

seja afetado por flutuagdes térmicas.

3.2.2 Avaliacao da corrente de polarizagao

Cada configuracédo de sistema (bobinas eletromagnéticas e sensor)
possui um ponto ideal de operacdo, caracterizado por um valor de corrente bias
especifico que maximiza o sinal de resposta do sensor. No entanto, ao longo de
inumeros testes foi observado que mesmo pequenas variagdes no valor de
corrente bias impactavam significativamente na resposta de ressonancia dos
sensores. Por esse motivo, o fendbmeno observado foi investigado com mais
detalhes. Para isso, registrou-se o sinal de frequéncia de ressonancia de um
sensor na faixa de 59 a 64 mA de corrente de polarizacao. O teste foi realizado

em meio liquido de PBS.

3.2.3. Otimizacao da superficie dos sensores em relagao a resisténcia a

corrosao — Tratamentos térmicos

A necessidade de otimizagdo da superficie dos sensores emergiu no

estagio inicial da pesquisa, quando foram identificados problemas que incluiram
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a corrosao evidenciada em sensores funcionalizados com cistamina, um tipo de
SAM (Figura 9), bem como uma significativa variabilidade nos sinais de resposta

dos sensores em relagao a de frequéncia de ressonancia e a amplitude do sinal.

Cistamina Cisteamina 11-MUA

Figura 9. Superficie dos sensores apds 12 h de contato com as solu¢des de SAM na
concentracdo de 5 mM (comprimento do sensor 5 mm)

Para mitigar esses desafios, algumas abordagens foram consideradas.
Uma delas foi a aplicagdo de tratamentos térmicos (TT) apds a deposi¢ao das
camadas de Cr e Au, conforme recomendado pela literatura, visando melhorar a
adesao entre as camadas e a fita magnetoelastica. No entanto, exploraram-se
também outras opcgdes de TT, tanto antes quanto antes e apds a deposicao das
camadas protetoras. O TT prévio a deposicao teve como objetivo reduzir as
tensbes decorrentes do processamento e corte, além de promover a
homogeneizagdo da microestrutura da liga. No total, foram testadas quatro
condigdes de TT com 30 sensores de cada grupo. A quantidade de 30 sensores
foi considerada suficiente para obter uma amostragem estatistica significativa

dos resultados. A Tabela 6 apresenta as condi¢cdes dos grupos avaliados.

Tabela 6. Tratamentos térmicos realizados nos sensores

Grupo Condicéo
Gl SemTT
G2 TT antes do revestimento
G3 TT depois do revestimento
G4 TT antes e depois do revestimento
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O TT aplicado foi realizado sempre nas mesmas condi¢gdes. Os
parametros utilizados foram: temperatura de 235 °C com patamar de 2 horas
(48), em vacuo (2 x 102 mbar). A rampa de aquecimento foi de 10 °C/min e o
resfriamento foi realizado no interior do forno.

Todos os sensores foram recobertos com uma camada de Cr de 40 nm e
uma camada de Au de 60 nm pelo processo de magnetron sputtering. Para
determinar o tempo de deposi¢cado e a espessura das camadas, utilizou-se o
software de simulagao disponivel no site da Gencoa (94). Esse software realiza
uma estimativa da taxa de deposicdo por meio de calculos que consideram a
energia de cada material, valores de transferéncia de momento e condigbes de
processamento. Anterior as deposicdes foi realizada limpeza superficial com
etching de plasma de argbnio. Os parametros de deposig¢ao utilizados foram:
distancia entre o alvo e o substrato igual a 6 cm, as deposi¢des foram realizadas
com fonte DC, as poténcias e os tempos utilizadas foram de 100 e 30 W e de
180 e 90 segundos para o Cr e Au respectivamente. Os revestimentos e TT foram
realizados no Laboratérios de Engenharia de Superficies e Tratamentos
Térmicos (LESTT I).

A espessura dos revestimentos foi avaliada por Espectroscopia de
Fluorescéncia de Raios X por Dispersdao em Energia (EDX) (EDX7000,
Shimadzu) e comparada com os valores tedricos calculados (95-97). As analises
foram realizadas com colimador de 1 mm em vacuo. A rugosidade dos lados liso
e rugoso da fita magnetoelastica foi avaliada pela técnica de perfilometria.

Para avaliar a resisténcia a corrosdo em relagao aos TT aplicados, trés
sensores de cada grupo foram expostos a trés tipos de meio: agua ultrapura (pH
5,0), PBS (pH 7,4) e etanol PA. Esses meios foram selecionados por serem os
utilizados durante a funcionalizagao da superficie dos sensores. A frequéncia de
ressonancia dos sensores foi medida no inicio e ao final do ensaio de corroséo.
O tempo de ensaio foi de 48 horas. Apos o periodo de ensaio, ambos os lados
dos sensores foram examinados, ou seja, as superficies lisa e rugosa, utilizando
um microscépio optico (Stemi DV4, Zeiss). Além disso, imagens de Microscopia
Eletrénica de Varredura com Emissao de Campo (MEV/FEG) da superficie dos
sensores foram obtidas para complementar a analise. As imagens foram obtidas
no modo de elétrons secundarios (SE) com uma tensao de aceleragao de 15 kV
em um MEV/FEG MIRA3 da Tescan.
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3.2.5. Otimizacao da superficie dos sensores em relagao a resisténcia a

corrosao — Protegao catodica

Com base nos resultados dos ensaios anteriores, constatou-se que os
sensores expostos a agua ultrapura exibiram corrosao significativa. Portanto, a
protecdo catddica foi avaliada como uma alternativa para reduzir processos
corrosivos nesse meio. Para implementar a protecao catédica, um pequeno
pedaco de folha de magnésio, medindo aproximadamente 1 mm?2, foi cortado e
cuidadosamente posicionado dentro de um tubo Eppendorf de 0,2 ml ao lado do
sensor em agua, garantindo o contato direto entre a folha de magnésio e o
sensor. Ao final do teste, a folha de magnésio foi retirada do Eppendorf e
descartada adequadamente. Os efeitos da corrosdo nas superficies dos
sensores foram avaliados utilizando microscopia o6ptica e MEV/FEG com
espectroscopia de energia dispersiva (EDS). A frequéncia de ressonancia dos

sensores foi medida no inicio e ao final do ensaio de corroséo.

3.3 Resultados e discussao

Como os sensores magnetoelasticos respondem as variagdes de
temperatura (29,98,99), é crucial manté-la constante durante a medigcao para
garantir que qualquer mudanca de frequéncia observada seja exclusivamente
devida ao aumento da massa na superficie do biossensor e ndo influenciada
pelas flutuagcdes de temperatura. Jain et al. (29) demonstraram uma diminui¢cao
linear na frequéncia de ressondncia com a temperatura para sensores
magnetoelasticos medidos em atmosfera ambiente. Porém, apesar de controlar
a temperatura externa, o auto aquecimento das bobinas do sistema pode
introduzir variagdes significativas de temperatura do sistema de medigéo. Este
efeito é ilustrado na Figura 10, que apresenta a variagao de temperatura (AT)
medida no interior das bobinas para configuragdes utilizando suportes de
aluminio e polimérico e o deslocamento de frequéncia do sensor em cada
condicdo. Em ambas as configuragdes a temperatura aumenta devido ao auto
aquecimento do sistema.

Foi observado que o suporte de aluminio atua como dissipador de calor,

ajudando a atenuar as oscilagbes de temperatura; mesmo assim, foram
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necessarios alguns minutos para a temperatura se estabilizar. Além disso, foi
verificada uma mudanca de frequéncia dependente da temperatura no
comportamento do sensor. Durante o teste, notou-se uma variagao de frequéncia
de -15 Hz ao utilizar o suporte de aluminio, em contraste com a mudanca de
-65 Hz com o suporte polimérico. Além disso, no suporte de aluminio, a
frequéncia do sensor demonstrou estabilidade com mudangas de temperatura,
atingindo estado estacionario apds aproximadamente 5 min. As variagbes de
temperatura representam um desafio que precisa ser enfrentado para alcancgar

a precisdo necessaria para medi¢cdes de biossensores para fins de diagnostico.
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Figura 10. Variagao de temperatura AT devido ao auto aquecimento das bobinas do sistema

no suporte polimérico (quadrados sélidos pretos) e no suporte de aluminio (triangulos sélidos
azuis). Os quadrados abertos conectados pela linha.

E bem conhecido que o campo magnético de polarizagdo DC tem impacto
significativo na frequéncia de ressonancia, intensidade e qualidade do sinal dos
sensores magnetoelasticos (100). Esse efeito foi observado mesmo para
pequenas variagbes no campo, conforme mostrado na Figura 11 (b) pela
mudanca de frequéncia de ressonancia do sensor (Af) em resposta a corrente
aplicada a bobina DC, que produz um campo magnético de cerca de 30 mT A™".
O teste foi realizado em um sensor grupo G4, com aproximadamente 60 mA (1,8
mT) de corrente de polarizagdo. Esse valor, e a faixa de analise, foram

escolhidos pois resultaram na maior amplitude para o sinal de resposta.
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Para o sensor testado, uma variacédo de frequéncia de cerca de 84 Hz foi
observada para uma mudanga de 1% na corrente de polarizagao (equivalente a
140 Hz mA" em torno de 60 mA). Em comparagéo, conforme estimado pela
Equacédo 2, uma alteragdo na massa superficial de 1 yg no mesmo sensor
resultaria em uma variagao de frequéncia de 200 Hz. Estas observacdes indicam
que para alcangar a resolugao necessaria para aplicagdes bioldgicas (variagoes
de massa de ng), a estabilidade do campo de polarizagdo DC deve ser da ordem

de 0,01% (menos de 1 Hz no desvio de frequéncia).
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Figura 11. (a) Espectro de frequéncia de ressonancia para um sensor em liquido em diferentes
correntes de polarizagéo (b) calculo da mudanca de frequéncia em funcdo da corrente

A resposta dos sensores magnetoelasticos, em relagao a frequéncia de
ressonancia e a amplitude do sinal, dos grupos de sensores preparados com 0s
diferentes tratamentos térmicos é apresentada na Figura 12, onde os simbolos

representam os valores médios, e as barras de erro indicam o desvio padrao
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entre as medi¢des obtidas a partir de conjuntos de 30 sensores de cada grupo.
As medic¢des foram realizadas com uma corrente constante de 60 mA na bobina
de campo DC. A partir dos resultados obtidos verificou-se que o tratamento
térmico reduziu as dispersdes da frequéncia de ressonancia e da amplitude do
sinal, evidenciadas na comparacdo dos resultados do G1 com os demais
sensores. Este efeito é provavelmente atribuido as tensdes locais geradas nas
amostras durante a fabricagao e corte (44,48,101), que passam por um processo
de relaxamento durante o tratamento térmico.

Como esperado, as mudancas na frequéncia de ressonancia devido ao
tratamento térmico sao relativamente pequenas, uma vez que dependem
principalmente da geometria do sensor. No entanto, alguns efeitos perceptiveis
ainda foram detectados. Entre os grupos, o grupo G1 exibiu a menor frequéncia
de ressonancia, o que pode ser atribuido a maior anisotropia magnética do
material Metglas nao tratado (32), resultando em um estado magnético distinto
em comparagao aos outros grupos. Além disso, espera-se que o tratamento
térmico aplicado apos a deposicdo dos filmes reduza a rigidez dos
revestimentos, levando a uma diminuigdo no médulo de elasticidade efetivo E.
Este efeito foi confirmado pela ligeira redugdo na frequéncia de ressonancia
quando o tratamento térmico foi realizado apdés (G3 e G4) o processo de
revestimento.

Em relagdo ao sinal/ruido, a aplicagdo do tratamento térmico apods o
revestimento (grupos G3 e G4) resultou em sinais mais intensos. Este
comportamento se deve a reducdo de tensdes tanto no material Metglas quanto
nos revestimentos superficiais, levando consequentemente a uma diminui¢ao do
amortecimento magnético e mecanico. A aplicagao de tratamento térmico antes
e depois do revestimento reduziu significativamente a dispersao dos resultados
e melhorou a amplitude dos sinais, o que € crucial na produgao de biossensores
magnetoelasticos, pois uma resposta mais homogénea leva a uma melhor
reprodutibilidade dos resultados. A sensitividade (Af/Am) €& governada
principalmente pela geometria da amostra, portanto nenhuma melhoria é

esperada devido aos tratamentos térmicos.
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Figura 12. Frequéncia de ressonancia (circulos sélidos pretos) e amplitude do sinal (quadrados
abertos vermelhos) em relacdo ao tratamento térmico de quatro grupos de sensores. Os
simbolos indicam os valores médios, enquanto as barras de erro correspondem ao desvio
padréo entre medi¢cfes de 30 sensores.

Em relagdo aos revestimentos, a camada depositada de Cr apresentou
espessura de 36 £ 2 nm no lado rugoso e 30 = 2 nm no lado liso. De forma similar,
a camada depositada de Au apresentou espessura de 54 + 3 nm no lado rugoso
e 46 + 2 nm no lado liso. Ja os resultados de perfilometria da fita magnetoelastica
apontaram um valor de rugosidade média (Ra) de 40 + 4 nm para o lado liso e
de aproximadamente 230 + 13 nm para o lado rugoso.

O processo de corrosao envolve a formagao de oxidos, levando a um
aumento indesejado de massa na superficie do sensor. Este fendbmeno
representa um desafio para os biossensores, pois o aumento de massa
resultante da formacdo de 6xidos pode mascarar os efeitos das interagdes
biolégicas. A resisténcia a corrosao em fungao dos tratamentos térmicos
aplicados foi avaliada em trés meios: etanol, PBS e agua ultrapura. Os resultados
demonstraram a estabilidade dos sensores dos quatro grupos quando em
contato com etanol, conforme mostrado na Figura 13. O etanol € um solvente
nao corrosivo € nao representa risco para as camadas de Cr e Au do sensor.

Em PBS, todos os quatro grupos de sensores demonstraram a formagao

de depdsitos de sal em suas superficies. A analise de SEM/EDS, apresentada
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na Figura 14, revelou a presenga de cloro, sodio e fésforo, confirmando a
precipitacdo de sal da composicdo do tampao PBS. No entanto, nado foi
observada corrosao da liga metalica da fita magnetoelastica dentro da escala

avaliada.

G1(SemTT) G2 (TTantes) G3 (TTdepois) G4 (TT antes e depois)

PBS Etanol

Agua ultrapura

dlb i
Figura 13. Superficie do sensor apds teste de resisténcia a corrosdo em agua ultrapura, PBS e
etanol em fungdo do tratamento térmico aplicado. Cada imagem corresponde a dois sensores
diferentes mostrando superficies rugosa e lisas (barra de escala: 0,5 mm).

Em contraste, todos os quatro grupos exibiram corrosdo quando expostos
a agua ultrapura. As modificagbes alaranjadas observadas na superficie dos
sensores apresentam caracteristicas tipicas de corrosao do ferro, que sofre
conversao em o6xido de ferro lll hidratado, Fe(OH)s, na presenga de agua (102).
A liga magnetoelastica contém aproximadamente 40% em massa de ferro. A
corrosdo do ferro desprotegido na presenga de agua é um processo
eletroquimico inevitavel que envolve duas reacgdes: oxidagdo no anodo e
reducao no catodo. A presenca de oxido de ferro foi confirmada através da
andlise EDS, conforme mostrado na Figura 14. Esta forma de corroséo é
comumente conhecida como pite e € um mecanismo de degradacgéo
predominante para revestimentos de pelicula fina, representando um desafio
significativo para metais expostos a ambientes corrosivos (103). Além disso,

foram observados defeitos no revestimento, como trincas e pequenas
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imperfei¢gdes, que sao pontos criticos para o inicio do processo de corrosao
(Figura 15).

Au Mal O Kal Fe Kal

Agua ultrapura

PBS

oo M 100um '

Figura 14. Imagens MEV/EDS da superficie do sensor apés teste de corrosdo em agua
ultrapura (corrosao do ferro) e PBS (cristalizagdo de sal) para sensores com tratamento térmico
antes e depois do revestimento (G4).

Os grupos G1 e G2 demonstraram corrosdo mais pronunciada que G3 e
G4. Este resultado indicou que o tratamento térmico realizado apds o
revestimento melhorou a adesédo entre as camadas de Cr e Au e a fita
magnetoelastica, reduzindo assim a corrosdo. Além disso, a superficie lisa dos
sensores apresentou corrosdo mais severa do que a superficie rugosa,
provavelmente porque o aumento da rugosidade facilitou melhor adesdo das
camadas de revestimento.

A frequéncia de ressonancia dos sensores foi medida tanto no inicio
quanto no final do teste de corrosao. A Tabela 7 resume os resultados obtidos.
Em PBS, os sensores exibiram uma variagao na frequéncia de ressonancia de
aproximadamente -1500 Hz, atribuido ao aumento da massa superficial causado

pela formacgao de sais provenientes da propria solugéo.
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liso. As setas vermelhas indicam as imperfeicdes no revestimento. As barras de escala
correspondem a 5 pm (magnificacdo de 10 e 15 kx)

Em agua ultrapura, foram observadas alteragdes significativas na
frequéncia de ressonancia para os grupos G1 e G2, que n&o foram submetidos
a tratamento térmico apdés o revestimento. Esses grupos demonstraram
variagdes notaveis de frequéncia de -1444 Hz e -1750 Hz, respectivamente,
atribuidas a formacao de produtos de corrosdao de ferro nas superficies do
sensor, levando a um aumento na massa. Em contraste, os sensores dos grupos
que foram submetidos a tratamento térmico apds o revestimento exibiram
variacao de frequéncia de aproximadamente -900 Hz, indicando que ocorreu
corrosao, mas apenas alguns pontos foram observados. Os resultados sugerem
que o tratamento térmico impactou positivamente na adesédo das camadas de Cr
e Au com o substrato magnetoelastico, reduzindo consideravelmente o processo

de corrosao (48).
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Tabela 7. Mudanca de frequéncia dos sensores ap0s teste de resisténcia a corrosdo em agua
ultrapura e PBS em func¢éo do tratamento térmico aplicado. Nenhuma mudanca de frequéncia
foi observada no sensor imerso em etanol.

Variacéo de frequéncia (Hz)

Grupo Agua ultrapura PBS
Gl -1444 -1675
G2 -1750 -2378
G3 -923 -1346
G4 -871 -410

Em ambas as circunstancias, a corrosido do ferro e a formacgao de sais a
partir da solugdo de PBS, podem ocasionar um aumento de massa na superficie
do sensor, resultando em alteragbes na frequéncia de ressonancia. Portanto, é
importante minimizar esses fendbmenos para atingir a sensibilidade necessaria
para detectar patdgenos com massas extremamente baixas, como a dos virus.
Uma abordagem alternativa é empregar solugdes isentas de sal ou com teor
reduzido de sal durante os processos de funcionalizagdo e medicdo desses
biossensores. Nos casos em que sao necessarias solugdes contendo sal,
recomenda-se realizar uma etapa final para lavar quaisquer sais residuais com
agua ultrapura para evitar a cristalizacdo durante a operagao do biossensor.

Para os casos nos quais nao € possivel alterar as condi¢ées do meio de
analise, a protecéo catdédica pode ser uma alternativa interessante. A corrosao
do sensor é causada principalmente por reagdes galvanicas devido a presenga
de metais diferentes nas camadas protetoras do sensor. Neste caso particular,
prevé-se que o metal Fe sofra corrosdo quando entrar em contato com um metal
mais nobre, como Cr ou Au, na presenga de um eletrdlito (104—106). A corroséo
galvanica pode ser evitada usando um anodo de sacrificio. Em nossos
experimentos, a eficacia da incorporacdo de uma placa de magnésio na
minimizagado do processo corrosivo ficou evidente pela auséncia de pontos de
corrosdo no sensor (Figura 16). Além disso, a diferengca nos valores de
frequéncia de ressonancia entre as medicdes do sensor antes e depois de 24
horas em contato com a agua foi de -87 Hz, indicando formagao insignificante de
oxidos de ferro na superficie do sensor. Este efeito também é ilustrado na Figura

16. Assim, a utilizagdo de um anodo de sacrificio provou ser uma alternativa
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simples e pratica para resolver o problema da corrosdo do sensor em agua

ultrapura.

Sinal (102 arb. units)

——~O0h
48 | ——24h

1 1 L 1 L 1 1

420 425 430 435 440 445 450 455 460
Frequéncia (kHz)

Figura 16. Espectro de frequéncia de ressonancia antes e depois de 24 h, e imagem da
superficie do sensor com tratamento térmico antes e depois do revestimento apds teste de
resisténcia a corrosdo em agua ultrapura utilizando protecéo catddica (barra de escala: 0,5

mm).

Os sensores utilizados para detecgao de virus sdo altamente sensiveis,
mesmo a pequenas alteragdes na massa. Consequentemente, mesmo uma
curta exposicdo a processos corrosivos pode resultar em variacbes de
frequéncia que excedem os niveis de tolerdncia aceitaveis. Portanto, para
manter a sua eficacia, torna-se crucial implementar a protecéo catddica para
estes sensores. Esta medida de protecdo nao se limita a aplicacbes nas areas
bioldgicas e de saude, mas se estende a qualquer situagdo em que a prevengao
da corrosao seja necessaria. Os sensores magnetoelasticos podem manter sua
precisao e confiabilidade empregando protecao catddica, garantindo deteccao

precisa em varios setores e industrias.

3.4 Conclusoes

Esta etapa do trabalho demonstrou o efeito de fatores extrinsecos sobre
a resposta de sensores de magnetoelasticos para aplicagées em diagndstico. A
influéncia da temperatura de operagao, campo magnético aplicado, tratamentos
térmicos e ambiente corrosivo foram estudados. Um suporte de aluminio foi

empregado como dissipador de calor para evitar variagcbes de frequéncia
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provenientes do auto aquecimento do sistema. O campo magnético de
polarizacédo influencia significativamente na frequéncia de ressonancia do
sensores. Para atingir a resolugdo desejada, necessaria para aplicagdes
bioldgicas, € essencial manter a estabilidade do campo de polarizagdo em um
nivel de aproximadamente 0,01%. Notavelmente, a aplicacdo de tratamento
térmico antes e depois do processo de revestimento resultou numa reducgao tanto
na frequéncia de ressonancia como nas dispersdes de amplitude do sinal. Esta
melhoria na homogeneidade desempenha um papel crucial na produgéo de
biossensores magnetoelasticos, levando a uma maior reprodutibilidade dos
resultados. Além disso, embora o tratamento térmico tenha melhorado a
resisténcia a corrosao dos sensores em agua ultrapura, nao eliminou totalmente
o problema. Portanto, a protecéo catddica foi avaliada e demonstrada como uma
alternativa simples e viavel para reduzir a corrosdo do sensor em agua ultrapura.
O estudo apresentado oferece contribuicdes para pesquisadores e engenheiros
no aprimoramento do design de biossensores, no desenvolvimento de
instrumentacido adequada e na implementagdo de protocolos de medigao
eficazes. Esses avancgos sao fundamentais para aumentar o desempenho, a
precisao e a confiabilidade dos biossensores magnetoelasticos, especialmente

em aplicacgdes criticas como a detecgao de virus.
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Capitulo 4

Funcionalizacao da superficie e
diagnostico

A funcionalizagéo da superficie do sensor constitui uma etapa importante
na fabricagdo de biossensores, influenciando diretamente sua eficacia e
precisdo. Este capitulo se dedica a explorar detalhadamente esse tema,
fornecendo uma introdugao que destaca os principais aspectos de cada uma das
etapas da funcionalizagdo, além de abordar a utilizagdo de nanoparticulas de
ouro para amplificar o sinal de resposta dos biossensores. Em seguida, s&o
discutidas as estratégias especificas adotadas para a funcionalizacao,
juntamente com as técnicas de caracterizagdo empregadas neste estudo. Por
fim, sdo apresentados os resultados obtidos, acompanhados das limitagdes

encontradas no uso desses biossensores para o diagndstico médico.
4.1 Introducgao
4.1.1 Funcionalizagao da superficie

(I) Formagao da Self Assembled Monolayer

Anterior a formagao da SAM, a limpeza da superficie de visa garantir a
eficacia da funcionalizacdo. E bem conhecido que os tidis sdo adsorvidos a
temperatura ambiente formando uma forte ligagcéo tiolato-metal apds a
dissociacao da ligacdo S-H, que ocorre espontaneamente em todas as
superficies metalicas limpas (52). As SAM tém propriedades reproduziveis
quando formadas em substratos limpos com produtos quimicos fortemente
oxidantes, como por exemplo, solugdo piranha (H2S04:H202) ou plasmas de
oxigénio (107). Segundo a literatura (108), uma superficie de ouro limpa é
hidrofilica. A Tabela 8 apresenta protocolos comuns de limpeza empregados em

superficies de ouro antes da biofuncionalizagao.
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Tabela 8. Comparacéo entre processos de limpeza da superficie de ouro

Protocolo de limpeza Ref.

Solucéo 1:1 de etanol e metanol, em ultrassom (82)

Plasma de oxigénio (46)

Etanol e &gua ultrapura (89)

Acetona, isopropanol, agua deionizada e etanol, 10’ cada, em ultrassom  (47)
Isopropanol, agua deionizada, ozbénio-UV por 5’ (109)

Apos a limpeza, ocorre a aplicacdo da SAM sobre a superficie limpa do

ouro. A Tabela 9 apresenta uma comparagao entre estudos que utilizaram as

SAM para a funcionalizagao da superficie de biossensores magnetoelasticos,

eletroquimicos e sensores de ressonancia plasmoénica de superficie (SPR), em

relagao ao tipo de SAM, a concentragao utilizada e o tempo de aplicacio.

Tabela 9. Comparacéo entre as SAM utilizadas em biosensores

Sensor SAM Conc. T Ref.
(mM) (h)

Magnetoelastico Cisteamina 40 12 (55)

Magnetoelastico  Acido 6-mercaptoundecandico 10 24  (49)

Magnetoelastico Acido 11-mercaptoundecanoico 10 12 (47)

Magnetoelastico Cistamina 20 24  (110)

Magnetoelastico Cistamina 20 12 (82)

Magnetoelastico Cisteamina 40 12 (46)

Eletroquimico  Acido 11-mercaptoundecanoico 5 20 (63)

Eletroquimico Monotidl-alcano-PEG 1 48  (111)

SPR Acido 11-mercaptoundecanoico 20 12 (59)

SPR Acido 11-mercaptoundecanoico 10 18 (112

SPR Acido 11-mercaptoundecanoico 10 48  (60)

SPR Acido 11-mercaptoundecanoico 1 12 (113)

Apos uma detalhada pesquisa na literatura, optou-se pela utilizagao da

SAM de acido 11-mercaptoundecanoico (11-MUA) para a funcionalizagéo do

biossensor. A Figura 17 apresenta a estrutura quimica dessa molécula, a qual €

constituida por uma cadeia carbdnica contendo 11 atomos de carbono, um grupo
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tiol em uma das extremidades (SH) e um grupo acido carboxilico (COOH) na

HSMDH

Figura 17. Estrutura quimica da molécula de 11-MUA

outra.

Uma sub etapa da funcionalizagdo dos biossensores consiste na ativacao
dos terminais COOH da molécula de 11-MUA para promover a ligagao entre a
molécula e os anticorpos. Uma estratégia para isso € por meio da quimica entre
os reagente 1-Etil-3-(3dimetilaminopropil) carbodiimida e N-hidroxisuccinimida
(EDC/NHS). Resumidamente, uma reacao tipica de EDC/NHS, muitas vezes
denominada “ativacdo da superficie”, consiste em preparar uma camada
superficial terminada em éster succinimidilico (-COOSuc) para reagir com um
ligante amino do elemento de bioreconhecimento e formar ligagdes peptidicas
covalentes fortes.

A reacado envolve a adigao do grupo OH do acido carboxilico através de
uma das ligagbes duplas do reagente EDC, formando um aduto de O-acilureia
(Reagao 1, Figura 18). Entao, com a adicdo do NHS, a O-acilureia de superficie
pode ser transformada de acordo com trés caminhos competitivos,
representados pelas reagdes 2, 3 e 4 da Figura 18. Na reacao 2, é produzido o
produto éster succinimidilico com a liberacdo da ureia correspondente ao
reagente carbodiimida inicial. Na reacdo 3, um produto anidrido € produzido e
enxertado na superficie, com liberacao de ureia. Na reacdo 4, um rearranjo
através de uma transferéncia intramolecular de acila pode produzir uma
molécula terminada em N-acilureia. O NHS €& usado precisamente para competir
eficientemente com a ultima reacao, a fim de fornecer um intermediario mais
estavel destinado a reagir com uma amina primaria para formar uma ligacao
amida para produzir o desejado acoplamento peptidico. Segundo a literatura, a
ativagao da superficie por meio da quimica EDC/NHS é efetiva. No entanto, as
respectivas concentragdbes de EDC e NHS devem ser cuidadosamente
escolhidas para produzir uma modificagdo completa e evitar a formagao de
subprodutos superficiais indesejados (114,115).
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Figura 18. Representacao das reagdes que ocorrem durante a ativagdo da superficie com a
quimica EDC/NHS (115).
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A Tabela 10 apresenta uma comparagao entre as concentracoes de 11-
MUA e as respectivas concentragdes de EDC/NHS, bem como o solvente e os
tempos de reacdo utilizados na funcionalizacdo de biossensores. Apds a
ativagao por EDC/NHS a molécula de 11-MUA esta pronta para ligar o anticorpo

na superficie.

Tabela 10. Comparacéo entre as estratégias de ativacao do 11-MUA com EDC/NHS

11-MUA (mM) Reagentes (mM) Solvente Tempo Ref.
10 40 EDC/10 NHS Agua destilada 1h (47)
20 400 EDC/100 NHS - 15min  (59)
10 200 EDC/50 NHSS ~ Agua destilada 2h (112)
10 75 EDC/40 NHS Agua destilada 1h (60)
1 400 EDC/100 NHS  Agua destilada 5 min (113)
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(I1) Imobilizagao dos anticorpos

A etapa de imobilizagdo dos anticorpos é crucial na funcionalizagdo, uma
vez que essas biomoléculas atuam como os receptores bioldgicos responsaveis
pela captura do analito. Durante este processo, os grupos amina (NH2),
distribuidos ao longo da superficie dos anticorpos, devem ser efetivamente
ligados ao éster succinimidilico, produzido na molécula de 11-MUA pela ativagao
por EDC/NHS.

A Figura 19 apresenta a estrutura quimica de um anticorpo IgG com os
grupos funcionais disponiveis para modificacdo. Entre eles se encontram as
aminas primarias (-NHz), que ocorrem em residuos de lisina e no terminal N de
cada cadeia polipeptidica, elas sdo numerosas e distribuidas por todo o
anticorpo; os grupos sulfidrila (-SH), que ocorrem como ligagbes dissulfeto,
estabilizam a estrutura da molécula inteira; os carboidratos que ocorrem
principalmente na regiao Fc dos anticorpos; e os grupo acido carboxilico estdo

presentes no final das regides contantes (58,116).

Antigen-

q
06/ Reactive aldehydes
created when oxidized

Carbohydrate CH, 2
Fc

\
NH, CH, 2
- NH,
Amines on | | Sulfhydryls created
lysine residues when reduced
Lt COOH COOH ' ¢

Figura 19. Estrutura quimica de um anticorpo IgG com os grupos funcionais presentes na
superficie (adaptado de (116))
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A Tabela 11 compara diversos parametros, incluindo concentracdo dos
anticorpos, tempo e temperatura de incubagao, entre estudos que empregaram
sensores magnetoelasticos, similares em dimensdes aos utilizados neste

trabalho, e que foram funcionalizados com anticorpos.

Tabela 11. Comparacéao entre parametros utilizados para a imobilizacdo dos anticorpos em
biossensores magnetoelasticos

Dimensdes Concentracdo Tempo Temperatura Ref.
do sensor (mm) (ug/mL) (h) (°C)

5x1 50 1 37 (47)

5x1 25 1 37 (35)

5x1 25 1 37 (55)

6x 1 50 1 37 (46)

(lll) Bloqueio da superficie

Na etapa final de bloqueio, é essencial assegurar que os sitios do 11-MUA
que ndo se ligaram aos anticorpos, assim como quaisquer regides da superficie
de ouro expostas, sejam bloqueadas. Isso evita a ocorréncia de ligacdes
inespecificas, as quais podem comprometer significativamente a sensitividade e
a especificidade dos biossensores.

Shen et al. (117), conduziram uma analise comparativa da eficacia de trés
tipos diferentes de bloqueio em biossensores magnetoelasticos: BSA, leite e
caseina. Os resultados indicaram que as diferengas nas propriedades de cada
bloqueio sado atribuidas as caracteristicas fisicas e elétricas de cada molécula, e
o0 BSA foi considerado o bloqueador mais eficaz. Além disso, os pesquisadores
investigaram uma faixa de concentragao entre 0,3 e 5 mg/ml e concluiram que a
concentracao 6tima, ou seja, mais eficaz para o BSA foi de 1 mg/ml.

Em alguns estudos com biossensores magnetoelasticos com as
dimensdes utilizadas neste trabalho, 5 x 1 x 0,028 (mm), o bloquei da superficie
foi realizado com BSA na concentracado de 1%. O tempo de incubacéo utilizado
variou entre 20 minutos e 1 hora (35,46,47,55,83).
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4.1.2 Amplificagao do sinal de resposta com AuNPs

A variedade de métodos para a conjugacdo de anticorpos em
nanoparticulas é ilustrada na Figura 20. Enquanto a rota (A) representa o método
de adsorcao fisica, considerado o mais simples, as rotas (B), (C) e (D)
apresentam técnicas de conjugagdo por adsor¢do quimica, que envolvem
modificacdes superficiais tanto das AuNPs quanto dos anticorpos. E essencial
que um método de bioconjugacao eficaz mantenha a estabilidade coloidal das
nanoparticulas, garantindo ao mesmo tempo a capacidade dos bioconjugados
de reconhecer o antigeno (65). As condigdes de preparagédo, como concentragéo
de anticorpo, concentragao de reagentes de ativagéo, composi¢cao do tampao de
imobilizacdo (molaridade, teor de sal) e tempo de reagado, tém efeito
potencialmente significativo no desempenho de AuNPs revestidas com anticorpo
(118). Byzova et al. (67), estudaram qual a concentracéo ideal de anticorpos para
uma funcionalizagdo eficiente de AuNPs de aproximadamente 25 nm de
diametro. Os autores concluiram que na imobilizacdo por adsorcéao fisica, a
concentracao ideal de anticorpos deve ser escolhida para cada caso individual,
e nem sempre coincide com a alta concentragdo determinada com base na curva

de floculagéo.
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Figura 20. Métodos de conjugacéo de anticorpos em AuNPs (65)
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Em relagdo a aplicagdo de nanoparticulas em biossensores
magnetoelasticos, Guo et al. (119), empregaram AuNPs para amplificar o sinal
de resposta dos biossensores destinados a detec¢cao de B-talassemia. Essas
AuNPs, com um didmetro de 20 nm, foram conjugadas com moléculas de sDNA
tiolado. Ja no estudo de Campanile et al. (89), foram exploradas nanoparticulas
de ouro e nanoparticulas de ouro revestidas com Fes3Os para amplificar a
resposta do biossensor. O objetivo era determinar se, para a mesma massa das
nanoparticulas, a agdo magnética resultaria em uma melhoria na sensibilidade
do biossensor. Afuncionalizacao foi realizada utilizando a técnica de imobilizacao
fotoquimica para ambos os tipos de nanoparticulas. Lin et al. (80), também
empregaram nanoparticulas magnéticas de FesOs, porém modificadas com
quitosana para amplificar o sinal de resposta de biossensores voltados a
deteccao de E. coli. Em todos os estudos mencionados, foi constatado que as
nanoparticulas contribuiram para aumentar a sensibilidade dos biossensores.

Além de serem empregadas em biossensores magnetoelasticos, €
fundamental destacar que as AuNPs sao amplamente utilizadas em diversas
aplicagdes médicas. Isso inclui biossensores de SPR, testes rapidos de fluxo
lateral, bem como em terapias para cancer e doengas neurodegenerativas.
(120). Essas sao apenas algumas das principais aplicagdes das nanoparticulas
de ouro na area da saude, e seu potencial continua a ser explorado em uma
variedade de outras areas, incluindo regeneracgéao tecidual, terapia genética e

entrega de vacinas.

4.2 Experimental

4.2.1 Limpeza da superficie

A Tabela 12 lista os trés métodos de limpeza superficial avaliados neste
trabalho. A efetividade dos processos foi verificada pelo ensaio de angulo de
contato com a agua (SEO, Phoenix). O ensaio foi realizado logo apds os
processos de limpeza. Para isso, uma gota de agua destilada (15 pl) foi gotejada
sobre a superficie do sensor. Ambos os lados do sensor foram avaliados, ou seja,
o lado liso e o rugoso. O resultado do valor do angulo de contato corresponde a

média de 10 medidas. Além disso, para as amostras limpas com plasma de Oz e
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N2, foi avaliado o tempo de duracdo da limpeza, por meio de medidas de angulo

de contato realizadas 24 horas apoés a limpeza.

Tabela 12. Métodos de limpeza superficial avaliados

Método Condicéo
Acetona/lsopropanol 10 minutos cada em ultrassom
Plasma Oz 10 minutos, vacuo de 1 mbar e poténcia de 45 W
Plasma N2 10 minutos, vacuo de 1 mbar e poténcia de 45 W

4.2.2 Formagao da Self Assembled Monolayer

A superficie de ouro dos sensores utilizados neste estudo foi
funcionalizada com a SAM de 11-MUA (95% de pureza, peso molecular
218,36 g/mol, COD 450561-5G) fornecida pela Sigma Aldrich. Uma solu¢gédo com
uma concentracao de 50 mM foi preparada utilizando etanol PA como solvente.
Os sensores, previamente limpos utilizando os trés métodos mencionados,
foram imersos na solugado de 11-MUA por um periodo de 18 horas. Em seguida,
duas condi¢des foram avaliadas: na primeira, os sensores nao foram lavados
apo6s a incubacado com 11-MUA; na segunda, os sensores foram submetidos a
cinco lavagens com etanol PA para remover as moléculas nao ligadas. A
formagdo da SAM sobre a superficie dos sensores foi avaliada por
Espectroscopia de Infravermelho com transformada de Fourier por Reflectancia
Total Atenuada (ATR-FTIR).

A técnica de FTIR estuda a interacédo da radiagcao eletromagnética com a
matéria. E uma ferramenta analitica utilizada para avaliar a composicdo quimica
de materiais com base na absor¢cdo de radiacdo infravermelha. Funciona
medindo a intensidade das vibragdes moleculares de uma amostra em diferentes
comprimentos de onda da regido do infravermelho. Essas vibragbes séo
caracteristicas de grupos funcionais especificos e apresentam valores
quantizados de energia. Durante a analise, a luz infravermelha atravessa a
amostra e é detectada apds a absorgao por grupos moleculares especificos.
Dessa forma, é possivel fazer a identificagdo de compostos organicos e
inorganicos, bem como a analise de estruturas moleculares. O resultado é

fornecido em um espectro que relaciona o comprimento de onda com a
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intensidade do sinal medido. A técnica de ATR funciona medindo a absorgao de
radiacao infravermelha por uma amostra em contato direto com um cristal de alto
indice de refragdo, como o germanio ou o diamante, através do fenbmeno de
reflexdo total atenuada. Durante a analise, a luz infravermelha penetra na
amostra apenas superficialmente, com profundidades de penetragéo tipicas na
faixa de alguns micrdmetros a alguns nanémetros, dependendo do angulo de
incidéncia e do indice de refragdo do material, interagindo com a camada
adjacente a interface com o cristal. Isso permite a analise de amostras em estado
solido ou liquido, sem a necessidade de preparacado especial. A partir dessa
técnica é possivel obter informacdes sobre a estrutura quimica, ligacoes
moleculares e grupos funcionais presentes na amostra (121). Enquanto a técnica
de FTIR convencional analisa a amostra como um todo, a técnica de ATR-FTIR
foca na interface entre a amostra e o cristal, proporcionando uma analise mais
especifica da superficie. Por essa razao, a técnica de ATR foi escolhida para a
caracterizagao da superficie dos biossensores deste trabalho.

Os sensores foram avaliados em um equipamento Spectrum 400,
PerkinElmer na faixa de 450 a 4000 cm™, com 128 varreduras, no modo de
transmitancia e com resolugdo de 4 cm™'. Para um bom resultado é necessario
um contato intimo entre a superficie da amostra com o cristal, portanto, quanto
menor for a rugosidade da superficie, melhor sera o resultado. Dessa forma,

apenas o lado liso dos sensores foi avaliado.

4.2.3 Imobilizagao dos anticorpos

Os grupos terminais de acido carboxilico do 11-MUA foram ativados
através da quimica EDC/NHS. As concentracdes escolhidas de EDC/NHS foram
200/50 mM, respectivamente, e a mistura foi preparada na proporgéo de 1:1.
Agua ultrapura (pH 5,0) foi utilizada como solvente. Os sensores contendo
11-MUA (tanto os lavados quanto os nao lavados) foram imersos na solugao de
EDC/NHS por 30 minutos, seguidos por duas lavagens com agua ultrapura.

Posteriormente, os sensores foram expostos a uma solugao 25 ug/ml de
anticorpos (FAPON anti-639 — Figura A2 (a)) especificos para a proteina
recombinante do Sars-CoV-2. O tempo de incubagdo foi de 1 hora, na

temperatura de 37°C. Em seguida, os sensores foram lavados 3 vezes com
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solucdo de PBS. A eficacia da imobilizagao dos anticorpos foi avaliada por ATR-

FTIR, mantendo-se as mesmas condigdes de ensaio utilizadas para o 11-MUA.

4.2.4 Bloqueio da superficie

Por fim, a superficie dos sensores foram bloqueadas pelo periodo de
1 hora, na temperatura de 21 °C com 1% de BSA diluido em solu¢do de PBS. Ao
término desse procedimento, os sensores foram lavados trés vezes com PBS e

trés vezes com agua destilada, antes de serem secos com fluxo de No.

4.2.5 Diagnéstico

Com os biossensores funcionalizados, foram realizadas medidas de
frequéncia de ressonancia para biossensores de teste (exposto ao antigeno) e
de controle (ndo expostos ao antigeno). Para isso, foi utilizado o sistema de
medicdo otimizado descrito no Capitulo 3. Os valores de frequéncia de
ressonancia dos biossensores foram registrados a cada 5 minutos, durante um
periodo total de 30 minutos. Além disso, um grupo de biossensores de testes e
controles foi mantido em contato com as amostras por 24 horas. Para esse
grupo, a frequéncia de ressonancia foi medida no inicio e ao término do ensaio.
A partir dessas medidas foi possivel construir um grafico que relaciona a variagao
na frequéncia em funcao do tempo de exposi¢cao dos biossensores as solugdes
com e sem antigeno.

Tanto para medir os biossensores de teste quanto os de controle, foi
essencial empregar as nanoparticulas de ouro para amplificar o sinal de
resposta. Para isso, AuNPs foram previamente funcionalizadas tornando-as
aptas a capturar o antigeno e, em seguida, ligar-se a superficie do biossensor. A
funcionalizagédo foi realizada em AuNPs fornecidas pela Sigma Aldrich, com
didmetro de 40 nm estabilizadas em solugdo de citrato (COD 753637). O
processo de conjugacdo dos anticorpos foi realizado por adsorcao fisica e
envolveu varias etapas. Primeiro, as nanoparticulas de ouro foram lavadas por
centrifugacdo com uma forga centrifuga relativa (rcf) de 1400 por 20 minutos
para remover a solugao de citrato. Em seguida, o anticorpo policlonal para Sars-
CoV-2 (FAPON anti-554 — Figura A2 (b)) foi incubado com as AuNPs por 1 hora
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a 21°C. Apos a incubagao, as nanoparticulas foram novamente centrifugadas e
lavadas com solucao de PBS para remover os anticorpos ndo ligantes. As AUNPs
foram entédo suspensas em solugéo de 1% de BSA e mantidas a 21°C por 1 hora
para bloquear superficies e moléculas ndo ligantes. Finalmente, uma ultima
lavagem, por centrifugagao, com solu¢ao de PBS, foi realizada e as AUNPs foram
ressuspendidas em solugao de PBS.

Para a realizagdo do diagnostico, biossensores de teste, ou seja, os
controles positivos, foram expostos a uma solugao contendo o antigeno e AUNPs
funcionalizadas. Para os de testes, o antigeno utilizado foi uma proteina
recombinante do Sars-CoV-2 (FAPON 516 - Figura A2 (c)) na concentragao de
1000 ng/ml. A solucéao foi preparada em PBS com RIPA. O RIPA consiste em
uma mistura de detergentes que facilta as cinéticas de ligacédo
antigeno/anticorpo. Por sua vez, os biossensores de controle, ou seja, 0s
controles negativos, foram expostos apena a uma solucao de PBS e RIPA com
AuNPs funcionalizadas. O volume de amostra utilizado foi de 60 pL para cada
biossensor dos quais 57 uL eram amostra e 3 yL AuNPs na concentragao de ~
1,44x%10° nanoparticulas/mL.

Por fim, a superficie dos biossensores de teste e controle apds as
medidas de 30 minutos e 24 horas foi avaliada por MEV/FEG e Espectroscopia
de Raios X por Dispersdo em Energia (EDS). As imagens foram obtidas no modo

SE com uma tensao de aceleracao de 15 kV.

4.3 Resultados e discussao

Devido a sua importancia no processo de funcionalizagao, trés processos
de limpeza da superficie de ouro foram avaliados. A Figura 21 apresenta os
resultados das medidas de angulo de contato para cada um dos processos de
limpeza em ambas as superficies do biossensor, lisa e rugosa. Os resultados do
angulo de contato da agua com as superficies sem limpeza foram de 66° para o
lado liso e 48° para o rugoso. Este comportamento pode estar associado aos
modelos de molhabilidade das superficies. Superficies mais rugosas tendem a
ter um angulo de contato menor com a agua. Isso porque a rugosidade cria mais
locais para a agua penetrar, reduzindo a capacidade da agua de formar uma gota

compacta e, consequentemente, diminuindo o angulo de contato. Esta teoria é
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explicada teoricamente pelo modelo de Wenzel. Em contraste, superficies mais
lisas tendem a ter um angulo de contato maior, ja que a agua tem uma menor
area de contato e forma uma gota mais compacta. Para este caso, o modelo de
Cassie-Baxter explica que a gota ndo penetra nas cavidades diminuindo o
contato direto com a superficie (122).

Em relacéo as superficies limpas com acetona e isopropanol, as medidas
revelaram maior angulo de contato com a agua, ou seja, a superficie apresentou
um carater mais hidrofébico, tanto para a superficie lisa (70°) quanto para a
rugosa (73°), inclusive, o angulo de contato foi maior do que para as superficies
sem limpeza. Esses resultados indicam que a limpeza pode ter removido
parcialmente as sujidades da superficie de ouro e modificado o seu
comportamento em relagdo ao angulo de contato com a agua. A partir deste
resultado ndo é possivel afirmar que a superficie esta completamente limpa,

porém pode-se dizer que essa limpeza causou modificagcoes superficiais.

Limpeza Liso Rugoso
66° 48°
Sem limpeza
70° 73°

Y ~ Y — \
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Plasma O»
0° 0°
Plasma N,

Figura 21. Angulo de contato da agua em funcéo do tipo de limpeza superficial realizado

Por outro lado, os sensores limpos com plasma, tanto de Oz quanto Nz,
apresentaram angulos de contato muito baixos, ou seja, as superficies em
ambos os lados apresentaram carater totalmente hidrofilico com angulos de

contato proximos a zero. Conforme descrito na literatura, um angulo de contato
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proximo a zero em uma superficie de ouro indica que ela esta limpa (108).
Entretanto, apds 24 horas da limpeza, observou-se que as superficies perdem o
carater hidrofilico, ou seja, o angulo de contato com a agua aumentou (Figura
22). Esse comportamento pode ter relagdo com a formagéo 6xidos ou mesmo

pela adsorgdo de contaminantes na superficie (123).

Limpeza Liso

Plasma de N»

e
Plasma de O, A
. —— Q

Figura 22. Angulo de contato da 4gua apds 24 horas para as superficies limpas com plasma

Entre os métodos de limpeza investigados, o processo envolvendo
acetona e isopropanol emerge como 0 mais simples, quando comparado as
tecnologias que requerem o uso de plasma. Este ultimo demanda equipamentos
especializados e protocolos mais complexos. Embora o ensaio de angulo de
contato tenha fornecido indicagcbes sobre as alteragdes superficiais decorrentes
de cada tipo de limpeza, a avaliacdo final da eficacia desses métodos é
determinada pela capacidade de imobilizacdo das moléculas biolégicas na
superficie do biossensor. Assim, os sensores submetidos aos trés tipos de
limpeza foram expostos a solugao de 11-MUA e, posteriormente, avaliados por
ATR-FTIR. A Figura 23 apresenta o espectro de infravermelho caracteristico do
11-MUA, no qual sdo observadas bandas de absor¢do nos comprimentos de
onda de 2915 e 2848 cm™' referentes ao estiramento assimétrico dos grupos
-CH: presentes na molécula, e uma banda em aproximadamente 1690 cm™' que
se refere ao estiramento do grupo cetona, C=0. Além disso, existe uma banda
de absorcdo muito discreta em aproximadamente 2500 cm™' referente ao

estiramento da ligacao S-H (124).
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Figura 23. Espectro infravermelho do 11-MUA

Os espectros de infravermelho apresentados na Figura 24 foram obtidos
a partir da superficie dos sensores, apds incubagcdo com o 11-MUA,

considerando os diferentes processos de limpeza aplicados.
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Figura 24. Espectro da superficie lisa dos biossensores com 11-MUA na superficie em funcao
de cada tipo de limpeza
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Os resultados revelaram a presenca das bandas caracteristicas do
11-MUA, principalmente em 2915 e 2848 cm™', nos sensores limpos com acetona
e isopropanol e plasma de Oz. Para os sensores limpos com plasma de N2, essas
bandas nao foram identificadas, impossibilitando a confirmag¢ao da presenga do
11-MUA na superficie.

Devido a simplicidade da limpeza com acetona e isopropanol, em
comparagao com as técnicas de plasma, optou-se por utilizar essa abordagem
para a funcionalizagdo dos biossensores. Dois grupos de sensores foram
expostos a solugdo de 11-MUA por 18 horas apos a limpeza. Em seguida, a
solugado de 11-MUA foi removida dos sensores. Um grupo de sensores nao foi
submetido a lavagem apoés a aplicagdo do 11-MUA, enquanto o outro foi lavado
cinco vezes com etanol PA. A partir do espectro de infravermelho obtido para os
sensores nao lavados (Figura 25a) observou-se a presenga das bandas
caracteristicas do 11-MUA, inclusive a banda no comprimento de onda proximo
a 2500 cm™ que indica a presencga do grupo SH. Ja para os sensores lavados
(Figura 25b), além da intensidade das bandas mais baixa em relagédo aos néo
lavados, a banda em 2500 cm’ ndo foi claramente identificada. Na
espectroscopia de infravermelho, a auséncia de um grupo caracteristico, como
a banda SH, por exemplo, pode ser interpretada como evidéncia da ligacao a
superficie através dessa funcionalidade especifica. Portanto, a auséncia da
banda em 2500 cm™' indica que o 11-MUA esta ligado ao ouro por meio do grupo
tiol (124). Por outro lado, a presenca desta banda nos sensores nao lavados
sugere que o 11-MUA esta em excesso na superficie.

Nao foi possivel obter valores quantitativos sobre a adsorcdo da molécula
de 11-MUA a partir dos espectros de ATR-FTIR. Isso se deve ao tamanho
reduzido das moléculas de 11-MUA, que formam uma monocamada de apenas
3 nm na superficie do sensor (107). Além disso, a irregularidade da superficie do
sensor compromete a resolucao do ensaio, tornando a quantificagcdo ainda mais
desafiadora. Mesmo o lado mais liso do sensor apresenta uma rugosidade média
de 40 nm, um valor significativamente maior do que o da monocamada. No
entanto, o principal objetivo do ensaio foi confirmar a presenga do 11-MUA na
superficie do sensor em condigdes reais de aplicagao.
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Figura 25. Espectro de infravermelho de um sensor com 11-MUA (a) sem lavagem e (b) com
cinco lavagens subsequentes

Apés a formagdo da monocamada de 11-MUA, a proxima etapa na
funcionalizacdo do biossensor foi a imobilizagcdo dos anticorpos na superficie. A
eficacia desse processo também foi avaliada por meio da técnica de ATR-FTIR,

tanto para os sensores que passaram pelo processo de lavagem do 11-MUA
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(Figura 26a), quanto para aqueles que ndo foram submetidos a essa etapa
(Figura 26b).
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Figura 26. Espectro de infravermelho de um sensor com 11-MUA e anticorpos (a) sem
lavagem e (b) com cinco lavagens subsequentes

Para ambos os casos, foi identificada uma banda alargada préxima ao
comprimento de onda de 3400 cm-'. De acordo com a literatura (59,125), essa

66



banda pode ser atribuida ao estiramento do grupo hidroxila, -OH, presente na
estrutura dos anticorpos IgG (Figura 19). As bandas observadas em 2915 e
2848 cm™! estdo relacionadas as vibragoes de estiramento das ligagdes -CHo,
presentes tanto na molécula de 11-MUA como nos anticorpos. Ja a banda
identificada em 1700 cm™ corresponde, quase inteiramente, aos modos de
vibracdo de alongamento de C=0 a partir de ligagdes peptidicas. Por fim, a
banda observada em 1215 cm™' corresponde a vibragdo de amidas Il presentes
no anticorpo (126).

Em relagdo aos protocolos de lavagem, observou-se que o grupo de
sensores nao lavados exibiu bandas mais intensas nos comprimentos de onda
de 2915 e 2848 cm', sugerindo um possivel excesso desta molécula na
superficie do sensor. Em contrapartida, para o grupo de sensores que passou
pela lavagem apds a aplicagdo do 11-MUA, a banda em 3400 cm™' apresentou
maior intensidade em comparagdo com o grupo de sensores nao lavados.
Embora a analise de ATR-FTIR, da forma como foi utilizada para esta avaliacao,
nao fornegca um resultado quantitativo, essa observagdo sugere uma maior
quantidade de anticorpos na superficie desses sensores.

Apos a funcionalizagdo do biossensor, foram conduzidas leituras de
frequéncia de ressonancia ao longo do tempo para os biossensores de teste e
de controle. O grafico da Figura 27 apresenta os resultados obtidos. Conforme
esperado, os biossensores de controle, que ndo foram expostos a proteina
recombinante do Sars-CoV-2, apresentaram uma variacdo de frequéncia de
ressonancia de -40 Hz ao longo do periodo de medi¢do de 30 minutos. Em
contraste, os biossensores de teste, que foram expostos a solugcdo contendo a
proteina recombinante, exibiram uma variagao de frequéncia de ressonancia de
-160 Hz durante o mesmo intervalo de medigao.

Esses resultados indicam que, para os biossensores de teste, houve a
captura da proteina recombinante pelas AuNPs funcionalizadas, as quais, por
sua vez, se ligaram aos anticorpos presentes na superficie do biossensor. Essa
sequéncia de eventos resultou em um aumento de massa na superficie do
biossensor e, consequentemente, na redugao de sua frequéncia de ressonancia.
A pequena variagado na frequéncia de ressonancia observada nos biossensores

de controle pode ser atribuida a adsorcéao fisica que possivelmente ocorreu em
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regides da superficie do biossensor onde o bloqueio ndo foi totalmente eficaz,

bem como a fatores do proprio sistema de medicao.
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Figura 27. Variagdo de frequéncia de ressonancia em fungéo do tempo para biossensores de
teste (azul) e controle (preto)

A partir das Equacdes 1 e 2 e dos resultados de variacido de frequéncia
de ressonancia apresentados, foi obtida uma sensitividade de massa para esses
biossensores igual a 196 Hz/ug. Huang et al. (35) construiram um biossensor
magnetoelastico para detecgédo de lisozimas e obtiveram uma sensitividade de
massa de 138 Hz/ugmL'. No trabalho de Sang et al. (55), o biossensor
desenvolvido para deteccdo de albumina sérica humana apresentou
sensitividade de 8,70 Hz/ugmL-' e Guo et al. (47), desenvolveram um biossensor
para detecgao de anticorpos da febre suina e obtiveram sensitividade de 56,2
Hz/ugmL-".

As imagens de MEV/FEG confirmaram a presenca das AuNPs na
superficie dos biossensores. Inicialmente, o didmetro das estruturas esféricas
observadas foi avaliado. A Figura 28 apresenta AuUNPs sobre o biossensor, que
apresentaram diametro médio de 45 nm, em conformidade com o tamanho

esperado de 40 nm.
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Figura 28. Image de MEV/FEG da superficie do biossensor de teste para confirmar o
tamanho das AuNPs. As medidas de diametro foram realizadas com o software de microscépio
MIRA MEV/FEG da Tescan. A barra de escala da imagem corresponde a 200 nm

As imagens obtidas dos biossensores de teste e de controle logo apos a
conclusao do ensaio revelaram diferengas significativas. Enquanto o biossensor
de controle (Figura 29a) exibiu apenas algumas AuNPs na superficie, o
biossensor de teste (Figura 29b) apresentou uma quantidade visivelmente maior
delas, cobrindo toda a superficie. Nas imagens ampliadas, na parte superior, foi
possivel confirmar a estrutura esférica das AuNPs. Além disso, nas imagens com
ampliagdo menor, na parte inferior, observou-se que as AuNPs estavam
presentes sobre toda a superficie.

Apesar dos esforcos dedicados a remogédo do sal através de multiplas
lavagens com agua, sua completa eliminagao da superficie do biossensor para
as analises de microscopia nao foi alcangada. Esta persisténcia do sal pode ser
observada através das estruturas mais claras e com forma cubica nas imagens
microscopicas, indicando sua presencga residual. Essas estruturas cristalinas
sugerem que o sal, possivelmente cloreto de sédio (NaCl), permaneceu aderido
a superficie do biossensor mesmo apds os procedimentos de lavagem.
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Figura 29. Imagens de MEV/FEG dos biossensores apés o periodo de 30 minutos de analise.
Em (a) biossensor de controle e (b) biossensor de teste

Conforme ilustrado na Figura 30, as estruturas observadas, juntamente
com as AuNPs, revelam a presencga dos elementos quimicos sddio (Na) e cloro
(Cl), identificados como cloreto de sédio. Este composto € proveniente do
tampao PBS utilizado durante o processo de leitura dos biossensores. No
entanto, sua presenga nao implica necessariamente que esse sal tenha se
formado durante as leituras de frequéncia de ressonancia. E mais provavel que
o sal tenha cristalizado durante o processo de secagem dos biossensores para

a obtengao das imagens de microscopia.
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Figura 30. Imagens MEV/EDS da superficie do biossensor confirmando a presenca do sal
(NacCl)

De qualquer forma, é crucial destacar que a cristalizacdo de sais,
especialmente provenientes das solugdes tampao, representa um desafio
significativo que requer abordagens cuidadosas. Como discutido anteriormente
no Capitulo 1, a formacéo de cristais de sais pode interferir de forma negativa
nas analises e resultados experimentais, afetando a precisdo e a confiabilidade
dos dados obtidos. Portanto, é essencial minimizar a ocorréncia e o impacto da
cristalizacao de sais durante o processo experimental.

A variagdo de frequéncia de ressonéancia de -160 Hz observada nos
biossensores de teste ao longo do ensaio de 30 minutos foi considerada
suficiente para diagnosticar a presenca da proteina recombinante do
Sars-CoV-2. No entanto, outro conjunto de biossensores de teste e controle foi
submetido a um periodo de avaliagédo estendido de 24 horas, a fim de investigar
a resposta desses biossensores em um periodo mais longo. Nesse caso, a
frequéncia de ressonancia foi medida no inicio e ao final do ensaio, para evitar
leituras imprecisas decorrentes de fatores extrinsecos, em um periodo elevado
de teste, como variagbes de temperatura, por exemplo. As Figuras 31 e 32
apresentam, respectivamente, os resultados obtidos relativos a variacdo de
frequéncia de ressonancia e a adsorcao das AuNPs sobre a superficie dos

biossensores.
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Figura 31. Variagdo de frequéncia de ressonéncia dos biossensores de controle e de teste
apos periodo de 24 horas de ensaio

Apos 24 horas de exposicao dos biossensores as solugbes contendo
AuNPs funcionalizadas, tanto com quanto sem antigeno, a variagdo da
frequéncia de ressonancia foi registrada em aproximadamente -357 Hz para os
controles e -950 Hz para os testes. As imagens de microscopia corroboram esses
resultados, mostrando que os biossensores de teste exibem uma quantidade
significativamente maior de AUNPs em comparagdo com os de controle. Além
disso, observou-se a formagao de aglomerados de AuNPs na superficie dos
biossensores de teste, bem como uma distribuicido ndo uniforme. Esse
fendmeno pode estar associado ao préprio processo de secagem, o qual pode
levar a desestabilizacdo das nanoparticulas a medida que o biossensor é
preparado para a analise por microscopia.

No entanto, além disso, a presenga de uma quantidade maior de AuNPs
distribuidas de forma irregular sobre a superficie, com sobreposi¢cdo em varias
camadas e consequente concentracdo de massa em alguns pontos, pode
justificar uma margem consideravel de erro nas medi¢des. A variabilidade na
distribuicdo das AuNPs pode introduzir uma fonte adicional de incerteza nas
medigdes, dificultando uma analise precisa e reprodutivel dos resultados.
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Figura 32. Imagens de MEV/FEG dos BSM apés o periodo de 24 horas de andlise. Em (a)
biossensor de controle e (b) biossensor de teste

4.4 Conclusao

Esta etapa do estudo evidenciou a viabilidade do uso de biossensores
magnetoelasticos na detecg¢ao da proteina recombinante do Sars-CoV-2. Foram
estudados, especificamente, o processo de funcionalizagdo da superficie do
biossensor e a analise da variagdo da frequéncia de ressonadncia em
biossensores de teste e controle, correlacionada ao aumento de massa causado
pela adsor¢cédo de nanoparticulas de ouro funcionalizadas.

As etapas de funcionalizagdo foram examinadas utilizando a técnica de
ATR-FTIR, que permitiu a verificacdo da eficacia da imobilizagdo dos anticorpos

na superficie do biossensor por meio da ligagao com a self-assembled monolayer

73



de 11-MUA. Com o biossensor funcionalizado, foram conduzidas medidas de
variacdo de frequéncia de ressonancia ao longo do tempo para ambos os
biossensores, de teste e controle, utilizando AuNPs para amplificar o sinal de
resposta. Durante um ensaio de 30 minutos, observou-se uma variagdo na
frequéncia de ressonancia de aproximadamente -40 Hz para os biossensores de
controle, e -160 Hz para os biossensores de teste, revelando uma sensibilidade
de massa de cerca de 196 Hz/ug. A presenga das AuNPs na superficie dos
biossensores foi confirmada por microscopia.

Um ensaio prolongado, com duragdo de 24 horas, demonstrou uma
variacdo na frequéncia de ressonancia de aproximadamente -357 Hz para os
biossensores de controle e -950 Hz para os de teste. Apesar dos resultados mais
promissores, a presenca de uma quantidade maior de AuNPs distribuidas de
forma irregular na superficie, com concentracdo de massa em alguns pontos,
pode ter contribuido para a baixa reprodutibilidade dos resultados, evidenciada
pelo alto valor do desvio padrao observado.

Em resumo, foi possivel diagnosticar a proteina recombinante do
Sars-CoV-2, contudo, € necessario explorar estratégias para aprimorar a
reprodutibilidade dos resultados, visando melhorar o desempenho, a preciséo e
a confiabilidade dos biossensores magnetoelasticos, especialmente para

aplicagdes diagndsticas de detecgao de virus.
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Capitulo 5

Influéncia do posicionamento de
massa na sensitividade dos
biossensores magnetoelasticos

O posicionamento da massa adsorvida sobre a superficie do biossensor
€ um ponto chave para aumentar tanto a sensitividade quanto a confiabilidade
desses dispositivos. Este capitulo se concentra em explorar essa questéo,
apresentando uma breve introdugido seguida de estudos tedricos e praticos que
apontam alternativas para aprimorar o desempenho dos biossensores
magnetoelasticos. Este capitulo foi realizado no periodo de doutorado sanduiche
no INL.

5.1 Introducao

Apesar dos progressos recentes no desenvolvimento de biossensores de
alto desempenho, que utilizam dispositivos baseados em ondas acusticas como
plataforma de deteccdo, existe a preocupacao sobre o impacto da localizagao do
carregamento da massa na sensitividade dos biossensores. Conforme
mencionado, € bem estabelecido que a variagao de frequéncia de ressonancia
causada pelo carregamento da massa é fortemente afetada pela sua localizacao
na superficie do biossensor (37).

Portanto, controlar a localizagcdo precisa da massa na superficie do
biossensor € fundamental para aumentar sua sensitividade, especialmente
quando se trata da deteccao de bactérias e/ou virus. Uma distribuicdo da massa
nao controlada sobre a superficie do biossensor, implica na reducdo da
sensitividade e da reprodutibilidade dos resultados, principalmente pela
presenca dos pontos nodais sobre os quais a massa depositada ndo causa
variagao de frequéncia (37,38,43).

Alguns estudos avaliaram a influéncia do posicionamento da massa sobre

0s sensores magnetoelasticos a partir de simulagées numéricas utilizando o
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software MATLAB. Chai et al. (38), verificaram os efeitos da distribuigdo do
carregamento de massa na sensitividade de um sensor magnetoelastico sob
diferentes modos de ressonéancia. Além disso, este mesmo grupo de pesquisa,
estudou os “pontos cegos” e sensitividade de massa de um biossensor com
carregamento de massa assimeétrico (36).

Estudos mais recentes utilizaram a analise de elementos finitos para
avaliar o padrao de vibragao de sensores magnetoelasticos com geometrias
diferentes da retangular, comumente utilizada. Ren et al. (127), estudaram um
sensor magnetoelastico em formato de ampulheta para medigdes de deformacéo
e concluiram que o sensor apresentou alta sensitividade, estrutura de facil
fabricagao e baixo custo. Saiz et al. (128), estudaram sensores com formato de
losango que apresentaram aumento no desempenho em um fator de 1,53 em
relacéo ao sensor retangular tradicional e, consequentemente, uma melhoria de
mais de 60% no valor da sensitividade de massa. Saiz et al. (42), também
demonstraram, tanto tedrica quanto experimentalmente, que a sensitividade do
carregamento de massa pode ser melhorada adaptando a geometria do sensor
e a posicdo da massa. Os pesquisadores testaram formas triangulares e
triangulares arqueadas e compararam com a tradicional retangular. Eles
observaram um aumento na sensitividade de massa de mais de 400% usando
as novas geometrias. Sensitividades ainda mais altas foram obtidas fazendo
revestimentos parciais na borda do sensor em vez do tradicional revestimento
uniforme completo. Os dois trabalhos citados utilizaram o software COMSOL
Multiphysics para realizagado das simulagbes computacionais.

Conforme destacado na revisao tedrica, € amplamente reconhecido que
o posicionamento da massa exerce influéncia significativa na sensitividade dos
sensores magnetoelasticos e impacta diretamente sua confiabilidade. Embora
diversos estudos tenham abordado a relevancia do controle do posicionamento
da massa na superficie do sensor, destacando sua importancia em aplicacées
diversas, nao existem pesquisas na literatura que abordem a aplicacéo pratica
da funcionalizagcdo controlada para biossensores. Esta lacuna na pesquisa
representa uma oportunidade para explorar e aprimorar as técnicas de
funcionalizagéo, visando otimizar a sensibilidade e a eficacia dos biossensores

em diversas aplicacdes.
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5.2 Experimental

5.2.1 Posicionamento da massa

Simulagdes tedricas da frequéncia de ressonancia, no primeiro e no
terceiro modos de vibracdo, e das cargas de massa foram conduzidas utilizando
a analise de elementos finitos no software COMSOL Multiphysics (42). O objetivo
dessas simulagbes foi determinar a frequéncia de ressonancia, bem como o
padrao caracteristico da vibragcdo longitudinal pura para cada amostra,
analisando o efeito do posicionamento da massa na superficie do sensor. Para
isso, foi realizado um estudo de frequéncia prépria, considerando apenas ondas
elasticas puras que se propagam pela geometria do sensor. As frequéncias
préprias, também conhecidas como frequéncias naturais, sdo valores discretos
nos quais um sistema tem uma propensao intrinseca para vibrar. Quando um
sistema vibra em uma frequéncia propria especifica, ele assume uma forma
caracteristica chamada de modo proprio de vibragdo. Uma analise de
frequéncias proprias revela os modos de vibragdo, mas nao fornece informagoes
sobre a amplitude das vibragdes fisicas (129).

Inicialmente, foi definida a estrutura sdlida 3D do sensor, assumindo que
o sensor tem liberdade de movimento em todas as diregdes, sem restrigdes.
Introduziram-se entdo os parametros elasticos do material magnetoelastico
(Metglas 2826MB: moédulo de Young de 152 GPa, densidade de 7900 kg/m?® e
indice de Poisson de 0,33 (30)) e o padrao de ressonancia simulado em cada
modo de vibragao foi obtido.

Para simular a variagao da frequéncia em funcao da posicao e quantidade
de massa depositada, uma nova camada na superficie do sensor foi definida,
considerando trés posigdes distintas (conforme Figura 33): massa distribuida
uniformemente na superficie do sensor (5 x 1 mm?); massa posicionada apenas
no centro do sensor (1 x 1 mm?); e massa posicionada nas duas extremidades
do sensor (2 x 1 mm?). A massa foi aplicada em apenas um lado do sensor. No
primeiro ensaio ela foi aplicada na quantidade de 0,2 ug/ mm? e, no segundo,
variando de 0 a 5 ug em cada posigao.

Para confirmar os resultados das simulagdes, foi realizado um

experimento com 3 grupos de 10 sensores cada. Inicialmente, os sensores foram
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limpos com acetona e isopropanol, e suas frequéncias de ressonancia foram
medidas no primeiro e no terceiro modos de vibragdo. Em seguida, uma camada
ouro foi depositada no lado da superficie lisa dos sensores usando a técnica de
magnetron sputtering, seguindo as trés posigdes simuladas (uniforme, centro e
extremidades). Os parametros de deposigcdo foram consistentes com os
mencionados na secdo 3.2.3. ApOs as deposi¢cdoes, as frequéncias de
ressonancia dos sensores foram medidas novamente. A variagdo na frequéncia
de ressonancia foi calculada comparando os valores antes e depois das
deposicdes. Para determinar a massa depositada, a espessura da camada de
ouro foi medida por EDX (conforme descrito na secao 3.2.3) e a area de
deposi¢ao por MEV/FEG. A densidade do ouro de 19,3 g/cm? foi considerada

para os calculos (130).
Simulagao Experimental

Camada de ouro

Figura 33. Imagens da simulagéo do posicionamento de massa na superficie do sensor (

delimitagdo contornada em preto exemplifica a regido do sensor na qual a massa foi
depositada) e imagens de MEV dos sensores utilizados para a parte experimental do trabalho

5.2.2 Funcionalizagao controlada

Para controlar o processo de funcionalizagdo, foram exploradas as
propriedades hidrofilicas e hidrofébicas da superficie de ouro. Inicialmente, os

sensores passaram por uma etapa de limpeza com isopropanol e agua, seguida
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pelo uso de um limpador de ozénio ultravioleta (UV-O) para tratar apenas as
areas especificas destinadas a funcionalizagdo. A imagem na Figura 34 ilustra
um sensor que recebeu limpeza apenas nas extremidades. A caracteristica
hidrofobica na regido central do sensor restringiu a propagagéo da gota de agua,
resultando na sua retengcdo exclusivamente sobre a superficie hidrofilica.

Durante os testes, foram avaliados volumes de 0,3 uL e 0,5 L.

03uL  05pL

I 1

Hidrofilico Hidrofobico

Figura 34. Sensor apés o processo de limpeza com UV-O

Apos a limpeza foi realizado o processo de funcionalizagdo no qual foi
utilizada a ligagao entre as moléculas de biotina e estreptavidina para assegurar
a ocorréncia da reacéo bioldgica. A ligagao entre biotina e estreptavidina € uma
das interacbes mais fortes e especificas conhecidas na natureza. A biotina
possui um grupo funcional na sua estrutura molecular que se liga fortemente a
um sitio especifico na estreptavidina, conhecido como sitio de ligacao a biotina.
Essa ligacdo € altamente estavel e ndo é facilmente desfeita mesmo em
condicbes extremas, como variacbes de pH ou temperatura. Por isso, para
realizar a funcionalizagao controlada da superficie do biossensor foi utilizada
uma molécula com terminacdo em biotina e nanoparticulas de ouro
funcionalizadas com estreptavidina.

O reagente Sulfo-NHS-Biotina (A39256, Thermo Scientific) utilizado na
funcionalizagdo contém uma molécula de biotina e um enxofre em sua estrutura.
O enxofre se liga ao ouro presente na superficie do biossensor, enquanto a
biotina permanece disponivel para se ligar a estreptavidina presente nas AuNPs.
As AuNPs, com um diametro de 40 nm e funcionalizadas com estreptavidina,
foram adquiridas da Sigma Aldrich.

O protocolo de funcionalizagédo seguiu as seguintes etapas: inicialmente,

o sulfo-NHS-biotina foi diluido em 224 uL de agua ultrapura para obter uma
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solugdo 10 mM, que foi entdo incubada, por 1 hora, sobre as regides pré-limpas
do sensor. Para manter a umidade e evitar a secagem da gota, especialmente
devido ao baixo volume de 0,5 yL, uma camara umida foi empregada durante a
incubacgdo. Apds essa etapa, os biossensores foram cuidadosamente lavados
com solugédo tampao fosfato. Em seguida, a superficie dos biossensores foi
bloqueada com uma solugéo de BSA 5% por 1 hora a temperatura ambiente,
seguida de lavagens adicionais com tampao fosfato. Posteriormente, os
biossensores funcionalizados foram expostos a uma solu¢gdo de AuNPs. Para
isso, 3 uL de AuNPs foram diluidos em 27 pL de tampé&o fosfato com tween 20
(0,05%). Os biossensores foram deixados em contato com as AuNPs por 12
horas a temperatura ambiente. Por fim, os biossensores foram lavados varias
vezes com tampao fosfato e agua ultrapura para remover as AUNPs que nao se

ligaram ao sulfo-NHS-biotina.

5.3 Resultados e discussao

Dada a influéncia do posicionamento da massa na sensitividade dos
biossensores (43), é fundamental compreendé-la para aprimorar o desempenho
desses dispositivos. A Figura 35 ilustra o padrdo caracteristico da vibragéo
longitudinal pura simulada para os primeiro e terceiro harménicos. Na figura, a
cor vermelha representa as regides do sensor onde a vibracdo apresenta
deslocamento maximo e as regides em azul indicam onde € minimo. Todos os
pontos do sensor vibram na mesma frequéncia, porém com deslocamentos
diferentes (38,128). A importdncia de compreender esses padroes esta
relacionada, conforme descrito na introdugdo desse capitulo, com os pontos
cegos, nos quais a vibracdo € minima e, consequentemente o deslocamento de
frequéncia em resposta a variacdo de massa também. No primeiro harménico,
ha apenas um ponto cego, enquanto no terceiro, ha trés. Além disso, a barra de
escala a direita das imagens apresenta os valores de deslocamento, e evidencia
que o deslocamento maximo é mais pronunciado para o terceiro harménico. E
importante destacar que os resultados das simulacdes fornecem informacdes

sobre o deslocamento longitudinal, nao sobre a amplitude da vibragao.
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Figura 35. Imagem da superficie do sensor com o padrao caracteristico da vibracao
longitudinal para (a) o primeiro harmonico e (b) terceiro harmdnico

Apos a simulagcado dos padrdes de vibracao, foi avaliada a influéncia do
posicionamento da massa nas variacoes de frequéncia de ressonancia. Para os
dois casos, primeiro e terceiro harmdnicos, as diferengas observadas entre os
valores de variagdo de frequéncia de ressondncia da simulacdo e do
experimental podem estar associados com pequenas disparidades entre os
parametros utilizados para simulacdo (E, p e v). Os parametros teoricos
utilizados foram obtidos na ficha técnica da fita magnetoelastica. No entanto, é
importante reconhecer que, na pratica, diferencas entre os valores tedricos e
experimentais sao inevitaveis, especialmente apos a aplicagdo de tratamentos
térmicos, os quais podem ligeiramente modificar o valor de E. Além disso, a
massa depositada experimentalmente pode apresentar pequenas variagcoes
tanto em posigao quanto em quantidade, nos 10 sensores de cada grupo.

A Figura 36 apresenta a comparacao entre os resultados simulados (azul)
e os resultados obtidos experimentalmente (cinza) com a massa posicionada nas
trés posi¢des avaliadas (centro, pontas e uniforme) para os sensores medidos
no primeiro harménico. O valor de massa depositado na simulagao foi de 0,2
Mg/mm? que condiz com a quantidade de massa esperada para as interagcdes
bioldgicas. Ja o valor de massa experimental depositado de ouro, mesmo sendo
uma camada nanométrica de menos de 100 nm, foi de aproximadamente 2,80
Mg/mm?2. Isso justifica a inclusdo dos dois eixos y no grafico, que representam a
variacdo da frequéncia de ressonancia do sensor apds a adicdo de massa.
Esperava-se que os valores experimentais de variagao de frequéncia fossem

significativamente superiores aos simulados, devido as diferengas na quantidade
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de massa depositada. No entanto, observou-se similaridade nos resultados, para
todas as posigdes, entre os valores simulados e experimentais.

Para a massa aplicada no centro do sensor, a variagao de frequéncia de
ressonancia, tanto para o resultado simulado quanto para o experimental, foi
praticamente nula em comparagdo com a variacdo observada para a massa
depositada uniforme ou nas pontas do sensor. Esse fendbmeno pode ser atribuido
ao fato de a regiao central do sensor ser um ponto cego (37,68). Além disso, os
resultados mostraram uma variagao de frequéncia muito similar entre a massa
depositada uniformemente e somente nas pontas do sensor, mesmo com
quantidade de massa diferentes, confirmando a teoria de que a massa
depositada sobre um ponto nodal ndo causa variacdo de frequéncia de

ressonancia no sensor.
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Figura 36. Variacao da frequéncia de ressonancia em funcao da posi¢céo da area depositada
para o primeiro harménico. Azul apresenta resultados da simulacéo e cinza do experimental.

De forma similar, para o terceiro harmdnico a resposta em variacado de
frequéncia de ressonancia como funcao da posicao da massa depositada, entre
os resultados simulados e experimentais foi a mesma. Porém, diferentemente do
primeiro harménico, o terceiro responde melhor a variacdo de massa quando
esta é aplicada uniformemente na superficie e, em nenhuma das posicoes
estudadas, a variagdo € nula, como no centro do sensor para o primeiro

harmonico. Além disso, foi observado que para a mesma quantidade de massa,
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a resposta de variacado de frequéncia medida no terceiro harmdnico foi maior em
relacdo ao primeiro. Comparativamente, no primeiro harménico a variagdo de
frequéncia de ressonancia para 14,25 ug de massa depositada uniformemente
sobre a superficie do sensor, foi de aproximadamente —2500 Hz, enquanto para
o terceiro foi de aproximadamente -7500 Hz. Isso significa que no terceiro

harmonico a sensitividade de massa € maior.
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Figura 37. Variagdo da frequéncia de ressonancia em fungéo da posi¢do da area depositada
para o terceiro harménico. Azul apresenta resultados da simulag&o e cinza do experimental.

Foram conduzidas simulagbes computacionais para investigar como a
variagao na quantidade de massa depositada, nas trés posi¢des distintas, afeta
a frequéncia de ressonancia dos sensores. No presente estudo, exclusivamente
simulagdes computacionais foram empregadas para assegurar uma deposicao
exata e uniforme de massa nas trés condi¢bes testadas: 1 ug depositado no
centro, 0,5 ug em cada extremidade, e uniformemente distribuido sobre o sensor.
A Figura 37 apresenta os resultados para o primeiro harménico. Os resultados
indicaram que para a massa depositada no centro do sensor a variagdo na
frequéncia de ressonancia foi praticamente nula para a faixa de 0 a 5 ug. Por
sua vez, o sensor com massa depositada nas pontas apresentou maiores
variacao de frequéncia para toda a faixa de massa avaliada comparativamente

com o sensor que teve a massa depositada uniformemente.
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Figura 38. Variagdo da frequéncia de ressonéncia para o primeiro harménico em fun¢éo da
posi¢cdo e quantidade da massa depositada sobre 0s sensores

Ja os resultados dos sensores no terceiro harménico sugeriram que a
maior variagao na frequéncia de ressonancia foi causada pela massa depositada
uniformemente na superficie para a faixa de massa avaliada (0 a 5 ug), seguida
pelas pontas do sensor e, por ultimo, o centro do sensor. Para ambos os modos
de vibragdo, primeiro e terceiro harménicos, a variagcdo na frequéncia de
ressonancia, independentemente da posicdo da massa, apresentam uma
tendéncia linear com o aumento na quantidade de massa depositada. Por esse
motivo, as Figuras 38 e 39 apresentam, em vermelho, o ajuste linear aos
resultados. A Tabela 13 sintetiza as informacdes sobre os ajustes. Segundo a
literatura (42,128), a sensitividade de massa simulada pode ser obtida a partir do
coeficiente angular da reta ajustada. Para o primeiro harmdnico, os valores
obtidos de sensitividade, foram de -12,85 Hz/ug, -175,42 Hz/ug e
-298,57 Hz/ug para a massa depositada no centro, uniforme e nas pontas,
respectivamente. Ja para o terceiro harménico, a sensitividade de massa foi de
=300 Hz/ug, -514,28 Hz/ug e —-414,28 Hz/ug para a massa depositada no centro,
uniforme e nas pontas, respectivamente. A ressonancia de ordem superior
apresentou maior sensitividade de massa. No entanto, quanto mais alta a ordem
de ressonancia, maior sera a frequéncia aplicada o que implica no aumento das

correntes parasitas e, como resultado, o sinal de ressonancia € enfraquecido.
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Portanto, deve existir um equilibrio entre a sensitividade da massa e a

intensidade do sinal (38).

Li e Cheng (37), propdem, em sua pesquisa, a leitura da frequéncia de

ressonancia dos sensores em multiplos modos de vibragdo simultaneamente

como uma abordagem para mitigar o efeito da localizagdo da massa. No entanto,

até o momento, ndo foram identificados estudos na literatura que tenham

aplicado essa técnica de medigdo em biossensores.

500
~  Or
T i
8 500
o
[ L
E
= -1000 -
® _
g -1500 |
R '
& 2000 & Uniforme
S " A Centro
> -2500 | Pontas
L —— Ajuste linear
-3000 ! ! ! ! ! !
0 1 2 3 4 5
Massa (ng)

Figura 39. Variacao da frequéncia de ressonancia para o terceiro harmdnico em funcdo da
posi¢do e quantidade da massa depositada sobre os sensores

Tabela 13. Parametros das retas ajustas

1 harménico

Uniforme Centro Pontas
Coeficiente linear -1,42+£2,11 -2,85+2,73 -1,90 £ 2,49
Coeficiente angular  -175,42 £ 0,69 -12,85+ 0,90 -298,57 £ 0,82
R? 0,999 0,975 0,999
3 harménico
Coeficiente linear -47,61 £24,97 (4,30 +£5,63)10  -47,61 + 24,97
Coeficiente angular  -514,28 + 8,24 -300 + (1,86)10'' -414,28 + 8,24
R? 0,998 1 0,998
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Por fim, algumas observagdes importantes surgem da dependéncia entre
a posicao da massa e a variagao de frequéncia de ressonancia. Conforme
demonstrado no capitulo anterior, foi possivel diagnosticar a presenga da
amostra com o analito; no entanto, os resultados obtidos neste capitulo sugerem
que a quantificacdo da amostra, ao funcionalizar toda a superficie do sensor,
pode ser extremamente desafiadora. Isso ocorre porque, se houver massa da
amostra concentrada sobre regides de pontos cegos do biossensor, a
quantificacdo n&o sera precisa. Portanto, a funcionalizagdo nessas regides é
desnecessaria, além de representar um desperdicio de reagentes de alto custo,
como os biolégicos (por exemplo, anticorpos).

Neste contexto, dada a notavel sensibilidade de massa observada nas
extremidades do sensor em ambos os modos de vibragao, essas areas foram
avaliadas em detalhes. A Figura 40 ilustra a variagdo da frequéncia de
ressonancia conforme o comprimento da regido de deposi¢cao de massa. O valor
de massa depositado foi fixo de 0,8 ug (0,4 ug em cada ponta). Para o primeiro
harmonico (Figura 40a), quanto mais proximo a extremidade do sensor, maior
sera a sensitividade. A medida que a area da massa depositada aumenta, em
direcdo ao centro do sensor, a sensitividade diminui, pois, vai ao encontro da
regido do ponto cego do sensor para esse modo de vibracdo. Para o terceiro
harmonico (Figura 40b), embora tenha sido observada uma maior sensitividade
também na extremidade do sensor, € necessario evitar a regido de ponto cego
entre 0,8 mm e 1,8 mm, onde a sensibilidade é reduzida. Portanto, uma situagao
ideal envolve encontrar uma area que combine alta sensibilidade com
possibilidade de funcionalizagdo, permitindo intera¢gdes bioldgicas suficientes
para gerar a variagao de frequéncia necessaria para diagnostico e quantificacao.

Se considerarmos a massa de AuNPs de 40 nm de didmetro, assumindo
a funcionalizacao em apenas uma das superficies do sensor e considerando um
ajuste perfeito das nanoparticulas na superficie, ou seja, as particulas cobrem
toda a superficie e ndo ha mais do que uma camada de nanoparticulas, seria
preciso funcionalizar 0,8 mm das pontas do sensor para obter 0,8 ug de massa.
Assim, se considerarmos 1,0 mm pode-se atingir uma variacao de frequéncia de
ressonancia de aproximadamente —260 Hz e —500 Hz, para o primeiro e terceiro

harménico, respectivamente, valores suficientes para realizar o diagnéstico.
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Figura 40. Avaliacdo da sensitividade de massa apenas nas pontas dos biossensores para o
primeiro harménico (a) e o terceiro (b) harmbnicos.

Apds uma compreensao mais aprofundada das regides de ponto cego dos
sensores conforme os modos de vibragcado, procedeu-se com a funcionalizagcao
controlada da superficie para evitar interagbes bioldgicas nessas areas. As
Figuras 41 e 42 detalham o processo de funcionalizacdo de acordo com os

padroes de vibragado do primeiro e terceiro harmdnicos, respectivamente.
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As Figuras 41a e 42a destacam as regides de intensa vibracao do sensor
(em vermelho), as quais foram posteriormente funcionalizadas. As Figuras 41b
e 42b exibem fotografias dos biossensores apds a funcionalizagdo e em contato
com as AuNPs. Nesta etapa, foi observado que as AuNPs aderiram
exclusivamente as regides funcionalizadas dos biossensores. Por fim, as
imagens de microscopia Optica (Figuras 41c e 42c) mostram a superficie dos
biossensores secos apds as lavagens, evidenciando a estabilidade da ligagao

entre o sulfo-NHS e as AuNPs.

Figura 41. Funcionalizagéo controlada da superficie para o primeiro harmdnico, (a) padrdo de
vibracdo do sensor, (b) biossensor durante o processo de funcionalizacdo e (c) imagem de
microscopia Optica da superficie do biossensor apos a interagdo com as AuNPs
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Figura 42. Funcionalizagdo controlada da superficie para o terceiro harménico, (a) padrdo de
vibracdo do sensor, (b) biossensor durante o processo de funcionalizac¢éo e (c) imagem de
microscopia éptica da superficie do biossensor apés a interagdo com as AuNPs

Para ambas as situagcdes apresentadas, a funcionalizacdo nao foi
precisamente direcionada as regides de vibragdo mais intensa, uma vez que o
processo foi manual e serviu apenas para demonstrar a viabilidade da
funcionalizagao controlada. Como proximos passos da pesquisa, € fundamental
automatizar esse processo para assegurar a reprodutibilidade dos resultados.

No que se refere a economia de reagentes, constatou-se que, para
funcionalizar todo o sensor (ambos os lados) e alcangar uma sensibilidade de
aproximadamente -200 Hz/ug no primeiro harmdnico, foram necessarios 50 pL
de solucao de 11- MUA, 50 uL de anticorpos e 50 uL de bloqueio. De acordo com
as simulagdes computacionais realizadas em conjunto com o protocolo
experimental de funcionalizagdo controlada, utilizando apenas 2 L de cada uma

das solugdes citadas (1 yL em cada extremidade) em apenas um lado do
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biossensor, é possivel obter uma sensibilidade de massa superior, em torno de
-325 Hz/ug.

E importante ressaltar que a variagdo da frequéncia de ressonancia dos
biossensores, apds a funcionalizagcdo controlada, ainda nao foi
experimentalmente medida, representando um préximo passo crucial na
continuagdao desta pesquisa. No entanto, os resultados experimentais da
deposig¢ao de ouro em diferentes posi¢coes, em comparagdo com as simulagdes
computacionais (Figuras 36 e 37), confirmam a consisténcia entre os resultados.
Portanto, pode-se inferir que a funcionalizagdo controlada, quando empregada
na deteccdo de agentes biolégicos, desempenha um papel fundamental para
aumentar a sensibilidade de massa desses dispositivos, assim como garantir a
reprodutibilidade dos resultados.

Por fim, a funcionalizacdo controlada da superficie representa um ponto
chave, porém até o momento pouco explorado, no desenvolvimento de
biossensores magnetoelasticos. Vale destacar que, apesar dos avangos na area
de biossensores, ainda ndo foram identificados estudos publicados na literatura
que abordem especificamente a funcionalizagcdo controlada para este tipo
particular de dispositivo. Isso destaca a importancia de investigac¢des futuras que
explorem essa abordagem inovadora, visando otimizar a sensibilidade e a

seletividade desses biossensores para aplicagbes biomédicas e diagndsticas.

5.4 Conclusao

Esta ultima sec¢ao do estudo mostrou o impacto do posicionamento da
massa na sensitividade dos biossensores magnetoelasticos. Simulagdes
computacionais, foram realizadas para avaliar os modos de vibragdo dos
sensores, bem como a resposta em variacao de frequéncia em funcédo da
posicao e quantidade de massa carregada na superficie. A partir dos resultados
obtidos foi possivel realizar a funcionalizacdo controlada da superficie do
biossensor com o objetivo de ampliar o sinal da resposta dos biossensores
levando em consideragao apenas as regides de maior intensidade de vibracgao.

Simulagdes computacionais revelaram as regides de maior intensidade
de vibragao dos sensores magnetoelasticos, para o primeiro e terceiro modos de

vibracdo, bem como as regides de menor vibragdo (pontos cegos) que néo
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causam variagao de frequéncia quando existe massas depositada sobre eles,
diminuindo a sensitividade dos sensores. No primeiro harmonico foi identificada
uma regiao de ponto cego, no centro do sensor, enquanto para o terceiro, trés.
Com isso, foi observado que a pontas dos sensores, para o primeiro modo de
vibragdo, causam uma variacdo de frequéncia maior, para uma mesma
quantidade de massa, quando comparado com a massa depositada
uniformemente na superficie e que, quando essa mesma quantidade de massa
€ depositada no centro do sensor, a variagao de frequéncia é praticamente nula.

Para o terceiro harmoénico, foi identificada que a massa depositada
uniformemente sobre a superficie causou a maior variacdo de frequéncia de
ressonancia quando comparado com as pontas e o centro do sensor, entretanto,
para esse modo de vibracdo, em nenhuma das posi¢cdes a variagao foi nula.
Inclusive, constatou-se que o terceiro harmdnico é mais sensivel que o primeiro,
ou seja, promove maiores variagdes de frequéncia para uma mesma quantidade
de massa.

Por fim, foi confirmada a possibilidade de realizar a funcionalizagéo
controlada da superficie dos biossensores favorecendo as regides de maior
intensidade de vibragao e evitando as regides de pontos cegos. As simulacdes
computacionais e os testes experimentais confirmaram a importancia do
posicionamento de massa na sensitividade de massa dos biossensores

magnetoelasticos.
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Capitulo 6

Conclusoes e perspectivas

Nesta tese foi desenvolvido um biossensor magnetoelastico para
deteccdo de Sars-CoV-2. Para isso, foram avaliados fatores extrinsecos que
influenciam na sensitividade dos sensores magnetoelasticos. Em seguida, a
superficie do sensor foi funcionalizada para torna-lo especifico para deteccéo da
proteina recombinante de Sars-CoV-2. Por fim, foram avaliadas alternativas para
melhorar a sensitividade de massa do biossensor.

Um suporte de aluminio foi empregado como dissipador de calor para
evitar variacdes de frequéncia provenientes do auto aquecimento do sistema,
uma fonte de corrente de polarizacdo com estabilidade do campo de 0,01% foi
utilizada para eliminar os efeitos provenientes das variagbes de corrente, e a
aplicagao de tratamento térmico antes e depois do processo de revestimento,
resultou em melhorias na homogeneidade de resposta dos sensores, além do
aumento na resisténcia a corroséo.

Aimobilizacdo dos agentes de bioreconhecimento na superficie do sensor
foi confirmada e a utilizagdo de AuNPs, para amplificar o sinal de resposta,
permitiu a realizacdo da deteccao da proteina recombinante do Sars-CoV-2. Os
biossensores utilizados neste trabalho apresentaram uma sensitividade de
massa de 196 Hz/ug. Entretanto foi observada baixa reprodutibilidade dos
resultados que pode estar associada com a distribuicdo das AuNPs de forma
irregular na superficie do biossensor, com concentragdo de massa em alguns
pontos. Por isso, alternativas para melhorar foram avaliadas.

Simulagdes computacionais, revelaram os modos de vibracdo dos
sensores, bem como a resposta em variacao de frequéncia em funcado da
posicdo e quantidade de massa carregada na superficie. Foi realizada a
funcionalizagdo controlada da superficie do biossensor, levando em
consideragao apenas as regides de maior intensidade de vibragao e eliminando
0s pontos cegos, nos quais a variagao de frequéncia de ressonancia devido a

massa € praticamente nula. As simulagdes computacionais e os testes
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experimentais confirmaram a importancia do posicionamento de massa na
sensitividade dos biossensores magnetoelasticos.

Em sintese, foi desenvolvido e otimizado um biossensor magnetoelastico
para a detecgao especifica da proteina recombinante do Sars-CoV-2. Além de
confirmar a eficacia da funcionalizacédo da superficie do sensor e a amplificacéo
do sinal por AuNPs, este trabalho destacou a importancia de fatores extrinsecos,
como temperatura e campo magnético, na sensitividade do dispositivo. A adogao
de estratégias como o uso de um suporte de aluminio para dissipagao térmica e
uma fonte de corrente de polarizagdo estavel garantiu que as variagbes de
frequéncia de ressonancia fossem exclusivamente associadas ao aumento de
massa. As simulagbes computacionais permitiram a otimizagado da distribuigao
de massa na superficie do sensor, maximizando a sensitividade e eliminando
pontos cegos. Com esses avangos, o biossensor apresentou um desempenho
aprimorado, com maior precisao e confiabilidade, consolidando-se como uma
ferramenta promissora para aplicagdes diagnodsticas na deteccgéo de virus.

Os sensores magnetoelasticos possuem uma ampla gama de aplicagoes,
sendo particularmente atraentes na area biolégica devido a sua versatilidade na
capacidade de detectar diversos patdgenos pela alteragdo apenas do agente de
bioreconhecimento. A crescente demanda por novas ferramentas de diagndéstico
rapido, simples de usar e acessiveis reforca ainda mais seu potencial. Apesar
dos avancos significativos desenvolvidos neste trabalho, existem ainda desafios
cientificos e técnicos para tornar biossensores magnetoelasticos em produtos
comerciais viaveis para uso como ferramentas point-of-care. Por exemplo, como
continuagdo deste estudo, recomenda-se explorar a funcionalizagao bioldgica
controlada da superficie dos biossensores, combinada com a analise de
frequéncia de ressonancia em um grande numero de amostras de biossensores

de teste e de controle, visando futuros testes em amostras clinicas.
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Figura A1. Biossensores de teste (azul) e controle (preto) referentes a Figura 27 plotados
separadamente
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ANEXO Il

Certificate

Anti COVID: 19 Nucleoproteirn

Name:
Catalog No.: FPZ0639
Lot No.: 20210621-1
Manufacturing Date: 20210621
Expiry Date: 20240620
8.5mg/ml

CHO
Clear and transparent liquid

‘Concentration:
Format:

Clone No.: 31F11
Subclass: I
Immunogen:

molecular weight: 900kd

Buffer : 10mMPB+150mM NaCl+0.1% P300,
Preservative: 0.1%P300

Purification method:  Column chromatography

Lateral flow/ELISA/CMIA

AN ST

Purity:
A \D’j?@?) tion :
Storage:

Remark:
1 The raw material can be stored at 2~8°C for 15 days during trans|

2. Avoid repeating freeze-thaw cycles.

Sy

Flgura A2 (a). Certlflcado de anallse do antlcorpo monoclonal FPZ0639




FRAPON

Catalog No.: \&,//{1:@@5541

Lot No.: 20200605-1

. e : Wee TV e
Concentration: 3.51mg/ml Q@(FD g
Format: Clear and transparent |

Clone No.:
Subclass:
Immunogen:

Remark:
I The raw material can be sto
2. Avoid repeating freeze-thaw

Ffﬁra A2 (). Certificado de analise do anticorpo policlonal FPZ0554
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/ )
/ FPZ0516

No.:

Manufacturing Date:

Concentration:
Source: y/’?
Format:
Amino acid sequence:
Specific fragment:
Molecular weight:
Buffer:

Purification method:

i N2

Figa A2 . Certificado de analise da proteina recombinante FPZ0516

20200324-2
20200324

222mgimi (02 ).
1-419aa

Nucleocapsid protein

45KD
10mmPB+150mmNacl, PH7.4
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