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Divulgacao

SPR - NEW TOOL FOR BIOSENSORS. This paper reviewed the development and theoretical aspects of surface plasmon
ressonance (SPR) technique and discusses this powerful sensor technology in the development of biosensors, as well as for the
investigation of biological interactions and clinical assays. The SPR has been proven to be a valuable tool to investigate dynamic

processes, such as adsorption, degradation, determination of dieletric properties, association/dissociation kinetics, affinity constants

of specific ligand-ligate interactions, allowing real-time analysis at almost any surface. The SPR as a complementary technique

alongside electrochemical methods is also presented.
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INTRODUCAO

Durante as duas ultimas décadas houve um avanco significativo
no desenvolvimento de sensores e biossensores Opticos para deter-
minagdes de espécies de interesse quimico e bioldgico. O primeiro
sensor com transdug¢do quimico dptico foi baseado na medida de
mudancas no espectro de absorcdo e foi desenvolvido para determi-
nagdes de CO, e O,. Desde entdo, uma variedade de sistemas Opticos
de deteccdo estdo sendo utilizados em sensores e biossensores, in-
cluindo, entre outros, elipsometria, espectroscopia (luminescéncia,
fosforescéncia, fluorescéncia, Raman), interferometria (interfero-
metria de luz branca, interferometria modal) e, finalmente, a resso-
nancia de plasma de superficie (SPR — ““surface plasmon resonance”).
Nestes sensores, a quantificacdo da espécie de interesse € realizada
por medidas do indice de refrag¢do, quantidade de luz absorvida, pro-
priedades fluorescentes das moléculas analisadas ou um meio de
transdugdo quimico-Gptico’ .

O potencial da ressonancia de plasma de superficie, para carac-
terizagdo de filmes finos e monitoramento de processos em interfaces
metdlicas, foi reconhecido no final dos anos 70*?, logo ap6s Nylander
e Liedberg*’ terem demonstrado a viabilidade do emprego da SPR
como sistema de deteccéio em sensores e biossensores para detecciao
de gases. Estes estudos contribuiram para o desenvolvimento do pri-
meiro biossensor comercial em 1990. Desde entio, a ressondncia de
plasma de superficie recebe continua aten¢ido da comunidade cienti-
fica, o que se verifica pelo desenvolvimento de novas configuragdes,
bem como nas aplica¢des de aparelhos utilizando a técnica de SPR
para medidas fisicas, quimicas e bioldgicas. No entanto, o grande
avango da SPR relatado em varios artigos estd na sua bio-sensibili-
dade, sendo que mais de 80% dos artigos publicados tem como ob-
jetivo o estudo de interacdes biomoleculares, Figura 1. Nesta drea,
a SPR acoplada aos métodos de superficie orientada mostra um grande
potencial para desenvolvimento e preparacao de biossensores de afi-
nidade, permitindo analise em tempo real de interagdes bio-especifi-
cas sem uso de marcadores. Nos ultimos anos, a técnica de ressonan-
cia de plasma de superficie estd sendo acoplada as mais diferentes
técnicas, dentre estas, em destaque, as eletroquimicas.
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240

210} ]
% 180-— zzz2 SPR/Eletroquimica
5 KXXA SPR/Acoplada a outras técnicas
2 | E== SPR/Aplicacdes fisicas
% 150 - 1 SPR/Aplicacdes biologicas
S 120}
o L
[
T 90}
e L
§ 60 |-
2 L

30

__ a8 = _d

1966-1982 1983-1986 1987-1990 1991-1994 1995-1998 1999-2000

Figura 1. Publicagoes referentes ao emprego da técnica de ressondncia de
plasma de superficie em 34 anos. Dados obtidos através do Institute for
Scientific Information® (ISI®)

ASPECTOS TEORICOS

A técnica de ressonancia de plasma de superficie baseia-se nas
propriedades 6pticas e pode ser empregada para estudos de fendme-
nos de superficie, monitorando a medida da mudanga do indice de
refracdo devido, por exemplo, a ligagdo de uma camada orgéanica a
superficie do metal®'?. O efeito de ressonancia de plasma de superfi-
cie é uma oscila¢@o da densidade de carga longitudinal, ao longo da
interface de dois meios com constantes dielétricas de sinais opostos,
onde um é metal e outro, um dielétrico'*">. A escolha do metal a
ser usado € critica, pois o metal deve exibir comportamento de elé-
trons livres. Os metais mais adequados sdo prata, ouro, cobre e alu-
minio, dentre os quais a prata e o ouro sdo os mais empregados'®!”.
Para excitacdo do plasma de superficie dois diferentes sistemas ex-
perimentais foram desenvolvidos, um por Otto'® e outro por
Kretschmann', porém a configuragdo de refletincia total atenuada,
desenvolvida por Kretschmann, € normalmente usada na maior parte
dos instrumentos de SPR”!4.
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A configuracdo de Kretschmann, Figura 2, baseia-se no fenome-
no de reflexdo interna total. Este fendmeno ocorre quando a luz po-
larizada atravessa um meio 6ptico denso (ex. vidro) e alcanga uma
interface entre este meio e um meio de densidade Gptica menor (ex.
ar), e € refletida de volta para o meio mais denso. Embora a luz
incidente seja totalmente refletida internamente, uma componente
desta radiacdo, onda ou campo evanescente, penetra na interface do
meio menos denso, até a distincia de um comprimento de onda, 1.
Em um determinado angulo de incidéncia, quando o vetor de onda
do plasma ¢ igual ao vetor de onda do campo evanescente K, =
K., ). parte da radiag@o acopla com os elétrons livres oscilantes (plas-
ma) no filme metdlico, ocorrendo a ressonancia de plasma de super-
ficie. Em conseqiiéncia, ocorre uma perda de energia da luz inciden-
te para o filme metdlico, resultando na reducdo da intensidade da luz
refletida, a qual pode ser detectada como um arranjo bidimensional
de fotodiodos.

Metal/ar

Ksp= (\ AN
U >

Filme metalico
(<1n)

Fonte de luz

polarizada Detector

Figura 2. Configuragcdo de Kretchmann para SPR. Ressondncia de um
plasma de superficie é excitada na interface metal/ar quando o dngulo de
incidéncia da luz é tal que a componente evanescente do proprio vetor onda
(K,) € igual ao vetor onda da propagagdo do plasma de superficie (K,)
Adaptada da ref. 14

Os instrumentos de SPR empregam, geralmente, uma fonte de
luz monocromdtica p-polarizada e a interface entre os dois meios
opticamente densos € coberta com um filme metélico fino de espes-
sura menor que um comprimento de onda da luz. O vetor de onda do
campo evanescente (K ) € dado por:

K, =(W,/c)m, send )

onde, W, € a freqiiéncia da luz incidente, n,o indice de refracdo do
meio denso (vidro), 6 o angulo de incidéncia da luz e ¢ a velocidade
da luz no vécuo. O vetor de onda do plasma de superficie (Ksp) pode
ser aproximado para:

K, = W,/¢) (e, N>/ (e, +nI]" )

onde, € € a constante dielétrica do filme metdlico e o indice de
refragdo do meio dielétrico.

O vetor de onda do plasma de superticie K, ¢ dependente do
indice de refracdo (Eq. 2), do meio dgua/ar acima do filme metélico,
o qual pode ser monitorado para a espessura de aproximadamente
300 nm acima da superficie do metal (dentro dos limites de detec¢do
da SPR). Se o indice de refracao imediatamente acima da superficie
do metal sofre alguma alterag@o, pela adsor¢cdo de uma camada
protéica, ou qualquer outra molécula, uma mudanga no angulo de
incidéncia é requerida para que a excita¢do do plasma de superficie
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ocorra. Através do monitoramento deste angulo no qual ocorre a res-
sonancia, durante um processo de adsorcdo em fungdo do tempo, um
perfil de adsor¢@o pode ser obtido pela técnica de SPR. Variacdes em
torno de 0,5 miligraus, correspondente a uma resolugdo de aproxi-
madamente 1 x 107 de indice de refragdo (para A, = 670 nm), podem
ser detectadas® ', porém a resolugdo depende do comprimento de
onda da luz incidente (A,).

Uma configuragdo esquemadtica de um instrumento tipico de SPR
¢é apresentada na Figura 3. A superficie do SPR (lamina) pode ser
modificada para monitorar processos de adsorcéio/intera¢do para uma
variedade de superficies por ligagdo/acoplamento de camadas finas
sobre o filme metélico. Estas camadas podem constituir-se de
monocamadas agrupadas pela variacdo dos grupos funcionais e ter-
minais, bicamadas lipidicas ou filmes poliméricos.
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Figura 3. Representacdo esquemdtica de um instrumento tipico de SPR.
Uma ldmina de vidro recoberta com prata/ouro é emparelhada sob um
prisma, através do qual o feixe de luz convergente é focado sobre o lado de
baixo do filme de prata/ouro, a qual é refletida para um detector de arranjo
bidimencional de fotodiodos. As solugcoes dos analitos passam através da
célula de fluxo em velocidade e temperatura definidas. A superficie do filme
de prata/ouro pode ser modificada originando uma variedade de superficies
sensoras. Adaptada da ref. 14

Um esquema de um perfil tipico de adsor¢cido de SPR durante a
adsorcdo de uma monocamada protéica sobre uma superficie metali-
ca coberta com polimero é mostrado na Figura 4. Inicialmente, a
superficie é preparada com uma solu¢io tampdo adequada para ge-
rar uma linha base sob a curva SPR. Uma vez que a proteina entra
em contato com a superficie, ocorre uma adsor¢@o rapida, a qual
resulta em um aumento no angulo de ressonancia do SPR, seguido
por um patamar no perfil de adsor¢do, devido a satura¢@o da superfi-
cie com a proteina ou porque o processo atingiu o equilibrio. Final-
mente, a solu¢do protéica € trocada pelo tampiao, que remove so-
mente o material fracamente ligado. A diferenca entre o dngulo de
ressondncia inicial e o final fornece uma indicagio sobre a extensao
da adsorc¢do. O gradiente positivo da curva de adsorcéo do SPR de-
termina a velocidade de adsor¢do'. Além da avalia¢do de afinidades
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Figura 4. Um exemplo esquemdtico de um perfil de adsor¢do do SPR para
adsorgdo de uma proteina a um filme polimérico. A mudanga no valor do
dngulo do SPR em fungdo do tempo é usada para monitorar as cinéticas de
adsor¢ao. Onde I, - intensidade de radiagdo refletida (reflexibilidade) e mDA

- milligraus de dngulo (do inglés “millidegree of angle”). Adaptada da ref. 14

e interacdes moleculares, a técnica de SPR pode, ainda, ser utilizada
para andlises quantitativas, estudos de especificidade, andlises
cinéticas, avaliacdo de efeitos alostéricos e para compara¢do de mo-
delos de ligacdo de diferentes espécies.

Mais de 80% dos artigos publicados utilizando a técnica de SPR
destinam-se a aplicacdes nas dreas bioldgica e clinica para o estudo
de interagdes biomoleculares e bioespecificas®, embora a técnica tam-
bém tenha sido aplicada no campo da fisica, principalmente envol-
vendo estudos de monocamadas, bicamadas organicas, bem como
filmes poliméricos. Outro ponto de grande relevancia, que € destaca-
do neste trabalho € a associag@o da técnica de SPR com outras técni-
cas, em que se destaca a associacdo da técnica de SPR com a
eletroquimica, como ferramenta para o desenvolvimento de sensores
e biossensores.

Aplicacoes bioldgicas e clinicas

A espectrometria de ressonancia de plasma de superficie pode
ser utilizada para uma série de estudos, envolvendo cinéticas de
adsorcdo—dessor¢ao, interacdes antigeno-anticorpo, proteina—ligante,
receptor—ligante, proteina-DNA, DNA-DNA, RNA-RNA, etc?,

No emprego da espectrometria de SPR como elemento de
transduc@o dos biossensores e/ou imunossensores, 0 anticorpo ou
antigeno pode ser imobilizado sobre a superficie do metal, por
adsorcdo direta ou por um acoplamento indireto através de uma ma-
triz de carboximetildextrana, ponte avidina-biotin, ou hidrogel a base
de dextrana, sobre o metal®***. A camada hidrofilica aumenta a
sensibilidade do SPR, protege o metal da adsor¢io de proteinas nao
especificas e permite a regeneracdo da superficie devido a ligacdo
reversivel do anticorpo ou antigeno a matriz. Quando um analito
interage com a espécie imobilizada, o indice de refracdo da interface
metal-solucdo sofre alteracdo®"!“.

O emprego da SPR como sistema de transdu¢do em imunos-
sensores destaca-se em investigagdes de modelos de interacdes de
processos de reconhecimento molecular??#-*°. Tsoi e colaboradores®
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empregaram a SPR para estudar interagdes entre uma série de dupla
hélice de DNA (dsDNA) e DNA de enzimas polimerases. As molé-
culas de DNA foram imobilizadas sobre a superficie de ouro por um
procedimento controlado de monocamada de biotin, avidina e uma
camada de fita dupla de DNA biotin. Os resultados deste estudo de-
monstraram a facilidade do uso da SPR para estudar eventos de re-
conhecimento molecular como uma base simples para discrimina-
¢do, envolvendo interacdes proteina-DNA. Outros artigos desta na-
tureza foram publicados, sendo que muitos destes fazem referéncia a
medidas de hibridizacdo de DNA e RNA??, Alguns exemplos estdo
descritos na Tabela 1.

Dos estudos de interagdes antigeno-anticorpo, cita-se o realiza-
do por Shaw e colaboradores® que verificaram a intera¢do entre
antigeno (5T4) de diferentes carcinomas e anticorpos (mAB5T4).
Estes estudos sdo de grande relevancia, pois o uso de um anticorpo
especifico oferece a possibilidade de uma terapia especifica com
toxicidade reduzida aos tecidos normais, comparados com tratamen-
tos convencionais. Destacam-se, também, estudos de interagdes
antigeno-anticorpo, realizados por Otamiri e colaboradores*!, pois
estas interagdes possuem um papel importante em reagdes
imunoldgicas durante um transplante, visto que a rejei¢do de érgios
transplantados muitas vezes estd associada com interacdo de
anticorpos com carboidratos incompativeis.

Além da aplicagdo da técnica de SPR para caracterizacdo de
interagdes biomoleculares, a técnica também pode ser utilizada para
quantificacdo dessas interagdes (alguns exemplos podem ser
visualizados na Tabela 2). Cita-se o trabalho realizado por Gémara e
colaboradores”, onde utiliza-se um biossensor comercial (BIACORE
1000, Biacore AB, Uppsala) para deteccao do virus da hepatite A
(HAV), através da imobiliza¢@o de peptideos sintéticos (VP3) com
carbodiimida. Os resultados demonstraram alta eficiéncia analitica e
um potencial clinico no diagnéstico da hepatite A. Este dispositivo
mostrou ser uma ferramenta poderosa para rastreamento clinico, de
facil uso, rdpido e confidvel. Outras aplicagdes dessa natureza po-
dem ser encontradas na literatura®-3,

A SPR também pode ser usada para monitorar interagdes prote-
ina-protefna, ou protefna-ligante em tempo real e ainda permite a
quantificagdo das espécies que estdo interagindo. Para proteinas de
20 KDa (ex. interleucina e interferons), o limite de detec¢do da téc-
nica é de 10®* mol L. Logo, a aplicacdo de SPR em andlises de
fluidos bioldgicos € restrita para concentragdes nesta ordem de gran-
deza. Entretanto, verifica-se a partir da literatura, esfor¢os no senti-
do de melhorar esse limite de detecgdo da SPR3>%,

Lahiri e colaboradores®' utilizaram SPR para quantificar a liga-
¢do da anidrase carbonica (CA) a grupos benzenosulfonamida de
monocamadas auto-organizadas. Ainda em outro trabalho, os auto-
res descrevem dois procedimentos para imobilizagdo de 10 protei-
nas de baixo peso molecular sobre monocamadas auto-organizadas.
Comparagdes de constantes cinéticas e termodinamicas foram reali-
zadas®. A importincia de estudos nesta drea é o conhecimento das
cinéticas de ligagdes bioespecificas de proteinas em superficies.

Uma outra forma de caracterizacdo das interagdes macromole-
culares € através da andlise das constantes cinéticas. A técnica de SPR
€ uma ferramenta poderosa para este fim, pois as andlises podem ser
feitas em tempo real. Andlises cinéticas para avaliacio e determinagio
de constantes de afinidades (associac@o, dissocia¢do), ordem de rea-
¢do, entre outros, foram apresentadas em diversos artigos®7>.

Virios tipos de imunossensores, biossensores e sensores ja foram
desenvolvidos, utilizando SPR como elemento de transdugdo™*’. Den-
tre as aplicacdes destacam-se a determinacdo de pesticidas, como
antrazina’’’8, andlise de interagdes entre albumia de soro humano e
farmacos, entre outras, dcido salicilico, diazepam e cumarina™, e
monitoramento de mudancas conformacionais de proteinas imobili-
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Tabela 1. Exemplos de aplicagdes bioldgicas da técnica de SPR para investigacdo de processos de reconhecimento molecular

Quim. Nova

Tipo de Estudo Descricao Ref.
- anticorpo-antigeno - Afinidade do anticorpo scFv e antigeno 5T4 foi medida em tempo real por SPR e comparada 51
com ELISA.
- Métodos para estudos de interagdes de anticorpo-antigeno de baixo peso molecular sdo 26
apresentados. Andlise cinética para determinagdo de constantes de associacdo e dissociacio
sdo descritas.
- Estudo de anticorpos monoclonais (Mab) e antigenos. Imobilizagcdo do dcido-traseolide 71
sobre a superficie sensora. Variagdes no indice de refragdo devido as reacdes de associacio e
dissociagdo dos Mab foram verificadas.
- Investigacdo da atividade de anticorpo. Modelo de interagdo anticorpo policlonal IgC e anti-IgC. 28
- Andlise da interaciio de 16 anticorpos monoclonais com hemoglobina humana. 31
- proteina -ligante - Estudos de interagdes entre glicosaminoglicanas com coldgenos e outras glicoproteinas em 42
matrizes extracelulares.
- Ensaios com interferons e interleucinas (glico-proteinas de baixo peso molecular), em matrizes 21
bioldgicas.
- Imobilizagdo de proteinas de baixo peso molecular, sob monocamadas auto-organizadas (SAMs), 62
de alcanotiolatos.
- Estudos de interagdes de proteina fosfatase e residuos N-terminal de fosfatase de miosina. 38
- Andlise de interacdes entre proteina da bactéria Bacillus thuringiensis (Cryl Ac) e suas proteinas 30
de ligacao
- DNA-RNA - Medidas de imagens de SPR para detectar ligacdo de seqiiéncias especificas de RNA ribossomico 23
16S de E. coli sobre arranjos de DNA.
- DNA-DNA - Estudos de interacdes entre fita de DNA (dsDNA) e enzimas de DNA polimerase com atividades 22
polimerase e exonuclease. Moléculas de DNA foram imobilizadas sobre superficie de ouro através
de monocamada de biotin com fosfolipidio.
- RNA-RNA - Estudo de interagdes entre riboenzimas “Hammerhead” e substratos de RNA. Duas riboenzimas 20
puderam ser diferenciadas, observando suas afinidades. Foram estudados aspectos fundamentais
das cinéticas de RNA-RNA em processos de dissociag@o e clivagem.
Estudos cinéticos - Andlise fractal utilizada para determinagdo das cinéticas de ligacdo e dissociacdo do 95, 96
receptor—analito. Relagdes sdo apresentadas para coeficientes de velocidades de ligagdo e
dissociagcdo como funcdo de suas dimensdes fractais, ou grau de heterogenidade da superficie.
- Determinag@o das constantes cinéticas do citocromo-C e citocromo-b utilizando fluxo continuo 85
e HPLC.
- Revisdo que retine 3 dezenas de artigos sobre o emprego de SPR, utilizando a tecnologia 72,27
BIAcore™ para avaliar interacdes bioespecificas, estudos de dissociagdo-associacdo, etc.
- Avaliagdo do estradiol quimioluminescente. Determinagdo de constantes de dissocia¢do (K), 46, 48

de sondas de estradiol (E,) com um fragmento anti-E,.
- Determinagdo de constantes de ligacdo entre trombina e seu cofator anticoagulante trombomodulina. 25

- Determinacdo de constante de dissocia¢do e associacdo de interagdes entre peptideos 56, 57
antimicrobiano e membrana de bicamadas hibridas.

- Estudos cinéticos de dissociagéo e associacdo, analito —receptor através de andlise fractal. 65, 94
- Determinag@o de constantes cinéticas de interac@o para inibidores de protease do virus HIV-1. 66, 67, 39
- Interpretacéio de desvios de comportamento cinético de reagdes de pseudo-primeira ordem. 70

zadas®. Os imunossensores, sensores e biossensores podem ser em-
pregados em combinacgdo com outras técnicas de detec¢@o altamente
sensiveis e seletivas, como espectrometria de massa, cromatografia e
espectroscopia fotoeletronica de raios-X, etc®*. Alguns exemplos
podem ser visualizados na Tabela 3.

Aplicacdes fisicas

Inicialmente a técnica de SPR era aplicada principalmente no
estudo das propriedades dielétricas de filmes metélicos. Atualmente
encontra-se aplicagdo em uma faixa extensa de materiais, para deter-
minacdo de caracteristicas de superficies, incluindo propriedades
dielétricas, processos de adsor¢ao, degradacdo ou hidratac@o de su-

perficies. Estes estudos tornaram-se realidade a partir da deposicao
de filmes de Langmuir-Blodgett ou monocamadas auto-organizadas
(SAMs — “self-assembled monolayers”) na superficie metélica®”®.
A espessura e as propriedades dielétricas de filmes organicos foram
calculadas por andlises de SPR para diversos sistemas, incluindo
camadas finas de politetrafluoroetileno, filmes de ftalocianinas, fil-
mes de Langmuir-Blodgett e filmes utilizando métodos de imobili-
zagdo de monocamadas auto-organizadas®.

A espectrometria de SPR como transdutor em sensores e
biossensores

Nos ultimos anos, o emprego de biossensores e de sensores estd
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Tabela 2. Aplicacdo da técnica SPR como sistema de detecgdo em biossensores, imunossensores, sensores, para determinagdo e quantificagdo

de espécies

Espécie determinada Tipo de matriz Descricao

Faixa de deteccio  Ref.

Sulfametazina Urina de porco - Utilizag¢@o de um anticorpo monoclonal para sulfametazina. 5-100 pg /L 58
As reacdes de intera¢do foram caracterizadas com respeito a
atividade e propriedades cinéticas

Atrazina Oleo - Atrazina como um ligante foi imobilizado na superticie do 0.1 -10 pg /L 78

aminosilano através da albumina como molécula ponte.
Os parametros cinéticos foram determinados. O imunossensor
foi aplicado para procedimentos competitivos de atrazina em

amostras de 6leo

Acido félico

Leite em pé e cereais - Biossensor baseado em imuno-atividade. O sistema 76

apresentou desvio padrdo relativo de repetibilidade e
reprodutibilidade de 2 — 8 % e 4 — 10 %, respectivamente.

Alimentos
preparados
(cachorro quente,
salada de batata,
leite e cogumelos)

Enterotoxina A
stafilococcal

toxina capturada

- O imunoensaio do tipo sanduiche. A toxina liga-se
inicialmente ao anticorpo, o qual estd ligado covalentemente
a superticie do transdutor. O segundo anticorpo liga-se a

10-100 ng/ g 60

Vapor de benzeno

- Determinagdo de espessura e indice de refracdo de filmes de

> 400 pg /L 74

tetra-undecil-tetra(4-aminometil-4’nitrobenzenil )Calix[4]
resorcina (Azo2), e investiga¢do da sensibilidade para exposi¢do
de vapor de benzeno e tolueno

Heparina Plasma sanguineo

- Desenvolvimento de um biossensor de afinidade, utilizando

0,2 -2 U /ml 75

polietilenoimina (PEI) na superficie da célula sensora

Fibrina Humana

- Estudo da afinidade entre antigeno e anticorpo

1 - 30 mg /ml 49

Tabela 3. Associagdo de SPR com outras técnicas e exemplos de modificacdo da superficie sensora dos detectores

Técnica Descricao Ref.

Espectrometria de massa (MS) - Andlise de interacdo de residuos de pequenas moléculas de proteinas em sistemas 64, 71
biolégicos complexos
- Detecgdo e caracterizacdo de proteinas em fluidos bioldgicos complexos, a nivel 83
de subfentomol

Cromatografia liquida - Sistema imunossensitivo baseado em SPR usado para detecciio on line e caracterizacio 86
de moléculas de carboidratos separados por cromatografia liquida de alta eficiéncia.
- Anticorpos ndo relevantes foram usados como referéncia na célula de fluxo. A sensibilidade
do sistema foi dependente do peso molecular do carboidrato e afinidade da ligagdo

Modifica¢@o da superficie Descri¢ao

sensora do SPR

SPR — comercial - Imobiliza¢do de ligantes para imobilizagdo adicional de reagentes especificos sensiveis 32, 43,
para determinagdo de diversas espécies. Dentre as modificagdes cita-se a derivatizagdo 44, 52
da matriz carboxilada, a qual estd presente no biossensor comercial (Biacore™), com
N-etil-N"-(3 dietilaminopropil) carbodiimida (EDC) e N-hidroxisuccinimida (NHS),
biotin/strepavidina, etc
- Uso da matriz carboximetildextrana para imobilizagdo de proteinas 80
- Imobilizagdo de albumina de soro humano (BSA), para andlise de afinidade de drogas, 79

como cumarina, salbutamol, quinino, acido salicilico, etc

aumentando significativamente. As aplicagcdes vao desde emprego
no monitoramento e controle ambiental, agricultura até emprego em
diferentes segmentos industriais, em especial, nas industrias alimen-
ticia e farmacéutica. Biossensores também podem satisfazer a neces-
sidade do monitoramento continuo, em tempo real in vivo para subs-
tituir a tecnologia analitica intermitente usada na inddstria quimica e

analises clinicas. Mais de 1000 publicagdes relevantes aparecem desde
1995, indicando a atividade de pesquisa devotada para este impor-
tante assunto®.

A descricdo sistemadtica de um biossensor deve incluir 5 pontos
marcantes: (1) a detec¢@o ou pardmetro de medida; (2) o principio
de funcionamento do transdutor; (3) o modelo fisico e quimico/
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bioquimico; (4) a aplicagdo e (5) a tecnologia e os materiais para
fabrica¢do do sensor. Muitos parametros indicam as caracteristicas
dos sensores e biossensores. Alguns s3o comumente usados para
avaliar as propriedades funcionais e qualidade do sensor, como a
sensibilidade, estabilidade e tempo de resposta, outros parametros
sdo correlacionados com a aplica¢do®.

Quando se deseja construir um novo sensor ou biossensor, uma
questdo fundamental que precisa ser respondida ¢ qual o modelo
fisico e/ou quimico/bioquimico que pode ser atribuido a resposta do
sensor ou biossensor, ou seja, 0 mecanismo de resposta, desde que ja
se tenha estabelecido os outros pardmetros como material e forma de
construcao do mesmo. Para o entendimento do processo de interacao
analito/superficie sensora, seja interagdes a nivel biolégico (no caso
dos biossensores e imunossenores, ex. enzima-substrato, anticorpo-
antigeno), ou a nivel néo biolégico (no caso de sensores para onde o
elemento de reconhecimento ndo € uma biomolécula, ex. membra-
na-analito), faz-se necessdrio dois procedimentos basicos: andlise
estrutural e funcional. E neste sentido que a associacio da técnica de
SPR com a eletroquimica € muito vantajosa, pois o estudo de rea-
cdes analito-receptor pode ser realizado em tempo real. A SPR ¢
uma técnica que ndo requer marcadores radioativos ou bioquimicos,
possui um planejamento experimental flexivel e promove andlises
automaticas e rapidas'. Em termos de andlises fundamentais, a SPR
¢é usada para investigar a formacdo e/ou redu¢do de 6xidos, adsor¢ao
de fons e adsorc@o induzida eletroquimicamente” .

Muitas vezes faz-se necessdrio caracterizar as reagdes que ocor-
rem na superficie do biossensor na presenca das limitagdes difusionais
que estdo inevitavelmente presentes nestes tipos de sistemas. E es-
sencial caracterizar ndo somente as reacdes associativas ou de liga-
¢do (através dos coeficientes de ligacdo, th ouK ), mas também as
reacdes de dessor¢do ou dissociagdo (através dos coeficientes de
dessor¢do, K, ou K ). Isto auxilia significantemente no aumento
dos pardmetros de desempenho do biossensor. A razdo de K e K,
(igual a K) pode ser usada para auxiliar a caracterizar o sistema re-
ceptor-analito-biosensor/sensor. Os detalhes de associagdo/dissocia-
¢do do analito para o receptor, imobilizado sob uma superficie é de
grande significado no desenvolvimento de sistemas destinados ao
imunodiagndstico, bem como para sensores e biossensores’*>. Mui-
tos estudos foram realizados neste ambito, porém somente a associ-
acdo e ligacdo do analito ao receptor é analisada® %!, Aparentemen-
te, até agora, as cinéticas de dissociacdo (do complexo analito-re-
ceptor sob a superficie) ndo foram discutidas ou apresentadas com
grandes detalhes. Estas caracterizagdes necessitam de técnicas que
monitorem estas interagdes em tempo real, e a SPR é uma técnica
que pode ser perfeitamente utilizada nestes casos, ainda mais quan-
do associada a eletroquimica.

Associacao da espectrometria de SPR e Eletroquimica

O fendmeno de SPR, quando estudado in-situ durante um expe-
rimento eletroquimico, fornece informagdes muito uteis para o de-
senvolvimento de biossensores, eletrodos modificados, processos de
eletropolimerizagdo, etc. H4 um nimero razodvel de modificacdes
estaveis nas superficies de eletrodos que podem exibir mudancas no
indice de refracdo concomitantemente com eventos redox'®. Esta
combinag@o de técnicas vem sendo descrita por um grande nimero
de diferentes grupos'®*'%. As investigagdes iniciais fazem referéncia
a estudos da dupla camada elétrica'®!'3. Mais recentemente a técni-
ca de SPR foi empregada com associagdo a voltametria de redis-
solugéo anddica para detectar fons metdlicos!'*!'5, bem como para
estudar as mudangas de um filme organico sob a influéncia de um
campo eletrostatico (ou potencial do eletrodo)!%>1%3,

A combinacio da técnica de SPR com a eletroquimica para modi-

Quim. Nova

ficacdo de superficies, ja tem mostrado resultados promissores, um
exemplo ¢ a eletropolimerizagdo de um fenol com peptideo modifica-
do para uso em interacdes entre ligante-receptor, realizada por Kienle
e colaboradores'?!'. Outros exemplos que podem ser citados sdo os
estudos de monocamadas auto-organizadas®, como mostrado anteri-
ormente e filmes com mono e multicamadas'*'**. A grande importan-
cia destes estudos € o desenvolvimento de novos suportes para materi-
ais bioldgicos que podem ser utilizados para o desenvolvimento de
biossensores. Além disso, a dimensdo do campo eletrostitico dentro
da regido interfacial do eletrodo quimicamente modificado é um
parametro fundamental que controla a reatividade eletroquimica de
qualquer espécie incorporada dentro do filme. Hanken e colaborado-
res'?*1% demonstraram que uma extensao da técnica de SPR, chamada
ressondncia de plasma de superficie eletroquimicamente modulada
(EM-SPR - “electrochemically modulated surface plasmon
resonance”), pode ser empregada para monitorar campos eletrostaticos
dentro de monocamadas orgénicas e filmes de multicamadas na super-
ficie de eletrodos. Estes experimentos monitoram as mudancgas no in-
dice de refragdo de um filme que ocorre sob a modulagdo do potencial
do eletrodo.

A técnica de SPR acoplada a eletroquimica (ESPR —
“electrochemistry surface plasmon resonance”) pode ser utilizada
juntamente com as diversas técnicas eletroquimicas existentes, como
voltametria ciclica, voltametria de redissolucio anddica, etc. Os ex-
perimentos podem ser realizados medindo-se a velocidade de reagdo
no eletrodo (através das medidas de corrente), observando o efeito
fisico acumulativo das rea¢des no eletrodo (por meio das medidas de
SPR). Os dados obtidos com SPR podem ser exibidos das seguintes
formas: espectro de transmissdo sem refinamento, espectro de trans-
missao normalizado, uma série de tempo ou de comprimento de onda
de acoplamento. O espectro ndo normalizado é um registro em tem-
po real da intensidade de radiacdo transmitida (reflexibilidade). A
razdo deste espectro pelo espectro de transmissao de referéncia (tipi-
camente feito em ar, onde ndo ocorre excitacdo do plasma ressonan-
te, sob um determinado comprimento de onda) resulta no espectro
de transmiss@o normalizado. O comprimento de onda de acoplamento
corresponde ao minimo de um espectro normalizado, e seu grafico é
denominado de gréfico de tendéncias. Estes dados, quando obtidos
concomitantemente com técnicas eletroquimicas, podem ser
graficados, entre outros, em fungdo da corrente e potencial'’.

Nas reacdes envolvendo difusdo e/ou adsorcdo, a superficie ou
as concentracdes das espécies eletroquimicamente ativas na camada
de difusdo sdo moduladas como resultados destes processos sobre
uma escala de tempo para cada condicéo voltamétrica. A técnica de
SPR serd sensivel a ambas espécies adsorvidas e a razdo de concen-
tragdo de moléculas redox dissolvidas, alterada eletroquimicamente.
A corrente faradaica € proporcional ao gradiente de concentra¢@o na
superficie do eletrodo, enquanto os dados da SPR fornecem a con-
centragdo na superficie!".

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Durante a dltima década a técnica de SPR foi desenvolvida den-
tro de uma tecnologia vidvel visando numerosas aplicacdes. Suas
capacidades permitem realizar, com importante impacto, as andlises
de superficies e interagdes moleculares sobre estas. A técnica de SPR
¢ uma ferramenta valiosa para investigar um niimero grande de even-
tos dindmicos, e sua diversidade permite realizar andlises interfaciais
em muitas superficies. Além disso, € possivel por meio desta técnica
determinar propriedades dielétricas (indice de refra¢do ou espessura
do filme), bem como monitorar processos interfaciais in situ envol-
vendo adsorcio/dessor¢do, hidratacdo e desidratacdo. Estes, por sua
vez, s30 parametros muito importantes que precisam ser conhecidos
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e determinados quando se deseja desenvolver um novo biossensor
ou sensor. Além do mais, a flexibilidade das configuracdes de célu-
las em fluxo permite estudar estes processos em condic¢des relevan-
tes, como temperatura, velocidade de fluxo, pH e for¢a ionica. O uso
técnica de SPR combinada a eletroquimica (ESPR), embora ainda
pouco utilizada, mostra-se muito promissora.

E de fundamental importincia para quem deseja desenvolver um

novo sensor ou biossensor, conhecer e avaliar constantes de afinida-
des, constantes de equilibrios, fendmenos de interface (sélido/liqui-
do) associados com interagdes enzima/substrato, etc. Isto permitird
o desenvolvimento de sensores e biossensores mais sensiveis, seleti-
vos e principalmente mais estdveis que, desta forma, terdo um maior
potencial para producdo comercial. Contudo, espera-se que as com-
binag¢des das medidas voltamétricas e SPR possam fornecer infor-
magdes sobre processos eletroquimicos no campo da eletroquimica,
principalmente no desenvolvimento de biossensores.
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