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RESUMO

O desenvolvimento de biossensores com alta sensibilidade e seletividade é essencial para o
avango dos diagnosticos biomédicos. Neste trabalho, é apresentada a fabricagdo e
caracterizagdo de um biossensor Optico baseado em grades de periodo longo (LPG),
funcionalizado com 6xido de grafeno (GO) e anticorpos anti-IL-13, visando a detecgao da
citocina pro-inflamatéria interleucina-1 (IL-1B). O biossensor foi funcionalizado com GO e
anticorpos por meio da quimica de ativagdo com 1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida
(EDC) e N-hidroxi-succinimida (NHS), além disso, foi encapsulado em uma capsula
microfluidica para testes em meio liquido. A caracterizacdo morfolégica da superficie foi
realizada por MEV e espectroscopia Raman, confirmando a fixacdo do GO e a
biofuncionalizagao eficiente. A resposta espectral obtida por um analisador de espectro
Optico revelou deslocamentos sistematicos nos vales ressonantes em funcdo das
concentragdes de IL-1B. Observou-se que esses deslocamentos estdo relacionados a
variagdo da densidade de carga na camada sensora, causada pela interagdo antigeno-
anticorpo e pelo acumulo de material bioldgico alterando a massa, o que altera o indice de
refracdo efetivo da fibra optica. O biossensor desenvolvido apresentou limites de deteccao
(LOD) estimados em 21,35 pg/mL e 6,36 pg/mL apds a regeneragao, valores 3 e 10 vezes
melhores que o sensor mais eficiente encontrado na literatura. O dispositivo também
demonstrou alta seletividade, com resposta insignificante ao analito inespecifico interleucina-
10 (IL-10). Os resultados atestam o potencial do biossensor como ferramenta promissora
para aplicagcbes em diagndsticos clinicos, com possibilidade de adaptagdo para outros

biomarcadores e integragao em sistemas multiplexados.

Palavras-chave: Biossensor 6ptico. Oxido de Grafeno. Grades de Fibra de Longo Periodo.

Interleucina-13. Diagnéstico Biomédico.



ABSTRACT

The development of biosensors with high sensitivity and selectivity is essential for the
advancement of biomedical diagnostics. In this work, the fabrication and characterization of
an optical biosensor based on long-period gratings (LPGs), functionalized with graphene
oxide (GO) and anti-IL-18 antibodies, are presented for the detection of the pro-inflammatory
cytokine interleukin-13 (IL-1B). The biosensor was functionalized with GO and antibodies
through 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide (EDC) and N-hydroxysuccinimide
(NHS) activation chemistry and encapsulated in a microfluidic cartridge for liquid-phase
testing. Morphological surface characterization was performed using SEM and Raman
spectroscopy, confirming GO deposition and efficient biofunctionalization. The spectral
response obtained with an optical spectrum analyzer revealed systematic shifts in the
resonant attenuation bands as a function of IL-1B concentration. These shifts are associated
with variations in charge density in the sensing layer, caused by antigen—antibody interactions
and biomolecular mass accumulation, which modify the effective refractive index of the optical
fiber. The developed biosensor exhibited estimated limits of detection (LOD) of 21.35 pg/mL
and 6.36 pg/mL after regeneration, representing improvements of 3- and 10-fold compared
to the most efficient sensor reported in the literature. The device also demonstrated high
selectivity, showing a negligible response to the nonspecific analyte interleukin-10 (IL-10).
These results demonstrate the potential of the proposed biosensor as a promising tool for
clinical diagnostic applications, with the possibility of adaptation for other biomarkers and

integration into multiplexed sensing systems.

Keywords: Optical biosensor. Graphene oxide. Long-Period Fiber Gratings. Interleukin-1p3.

Biomedical Diagnostics.
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1 INTRODUGCAO

Diagnosticos rapidos e precisos de doengas sao muito importantes para a medicina
preventiva, pois reduzem o tempo de obtencéo de resultados para os pacientes e orientam
planos de tratamento mais adequados'. O uso de ferramentas de diagndstico por
componentes de reconhecimento biolégico, como o Ensaio de Imunoadsor¢do Enzimatica
(ELISA)?, Cytometric Bead Array (CBA)3, Lateral Flow Assays (LFA)* etc., sdo dispositivos
portateis para testes rapidos e podem viabilizar a redugdo de exames desnecessarios®.
Essas ferramentas podem levar a tratamentos mais eficazes e, no caso de doengas
infecciosas, diminuir a disseminagao dos agentes patoldgicos, reduzindo custos com saudes®.
Os biossensores se destacam no meio de autocuidado desde a década de 80 com os testes
rapidos de gravidez ou aparelhos de medigdo de glicose no sangue. Desde entdo, a
imobilizagdo de biomoléculas como elemento de reconhecimento bioldgico vem sendo
amplamente aplicada, embora ainda exista uma busca por transdutores que alcancem limites
de detecgdo (LOD, Limit of detection) cada vez menores’. Esta pesquisa visa sintetizar,
caracterizar e aplicar 6xido de grafeno (GO, Graphene Oxide) em biossensores para a
detecgdo de doencas infecciosas prevalentes no Brasil®. Mais especificamente, este trabalho
visa explorar o uso da citocina interleucina-1p (IL-1B) como componente de reconhecimento
biolégico (BRE - Biorecobgnition Element) em um biossensor Optico baseado em Fibras
Opticas gravadas com grades de longo periodo (LPFG) revestidas com GO visando
aumentar sensibilidade e seletividade. Além disso, essa combinagdo permite que a
tecnologia atinja as caracteristicas desejadas para um dispositivo de detec¢do compacto,

portatil e que ofereca medidas rapidas e precisas®.

1.1FIBRAS OPTICAS COM GRADES DE LONGO PERIODO (LPG)

Uma fibra éptica € um guia de onda dielétrico, geralmente composto por um nucleo central
de vidro ou plastico com alto indice de refragdo (IR) envolto por uma casca com IR mais
baixo, permitindo assim a propagacao da luz por reflexdo interna total entre o nucleo e a
casca'®. A propagacédo da luz em uma fibra Optica ndo ocorre de forma continua, mas
segundo padrdes discretos de distribuicdo do campo eletromagnético, denominados modos.

Esses modos representam as diferentes configuragbes espaciais possiveis para a
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propagacao da luz ao longo da fibra. Os modos do nucleo permanecem confinados na regiao
central, enquanto os modos da casca (ou de revestimento) se distribuem em regides mais
externas. A quantidade e a natureza dos modos suportados sdo determinadas pelas
caracteristicas geométricas da fibra e pela diferenga de indices de refragdo entre o nucleo e

a casca'l.

Inicialmente desenvolvidas para comunicagdes, as fibras dépticas sdo utilizadas para
transmitir sinais Opticos a longas distancias com atenuagdo minima e imunidade a
interferéncia eletromagnética’. Além de seu uso em comunicagdes, sua estrutura também
permite a detecgao de variagdes no ambiente externo, tornando-as uteis como transdutores
opticos capazes de converter interagdes especificas em um sinal mensuravel. Entre os
diversos tipos de sensores baseados em fibra, destacam-se as fibras com rede periddica
(OFG, Optical Fiber Grating) e Redes de Periodo Longo (LPG, Long Period Grating). Esses
dispositivos sdo construidos por meio da modulagao periédica do IR ou da geometria da fibra
ao longo de seu comprimento. A técnica mais comum para a fabricagdo de LPGs em fibra
opticas baseia-se na exposi¢ao da fibra optica a luz ultravioleta (UV), por meio de uma
mascara de fase ou de um feixe interferente, provocando modificagcbes permanentes no
indice de refracdo do material, especialmente em fibras dopadas com germanio. No entanto,
outras abordagens também podem ser empregadas para induzir a modulagédo periodica,
como o aquecimento localizado com laser de CO,, micro tocha ou arco elétrico, que gera
deformacdes térmicas; a deformagao mecanica periddica, obtida pela aplicagdo controlada
de pressao ou curvatura; a irradiacdo com laser de femtossegundos, capaz de produzir
variagcdes precisas do indice de refracdo em fibras nao fotossensiveis; e ainda técnicas
baseadas em ablagcdo superficial ou gravagdo quimica, que modificam diretamente a
geometria da fibra. Todas essas metodologias tém como objetivo criar uma estrutura
periddica capaz de promover o acoplamento entre modos do nucleo e modos da casca,

principio fundamental do funcionamento das LPGs'3.

Essa luz pode ser modulada em intensidade, fase ou frequéncia para codificar
informacdes. Para a detecg¢ao de sinais a LPG atua como um meio sensivel a mudancas no
ambiente, alterando as propriedades O&pticas da luz propagada'. Nesse contexto, os
sensores de fibra Optica, como as LPGs, oferecem muitas vantagens como dimensbes
reduzidas, rapido tempo de resposta, alta sensibilidade, além de n&o ser afetado por

interferéncia eletromagnética. Além disso, sao plataformas excelentes para biossensores
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devido a sua sensibilidade intrinseca ao meio externo’. Ao longo dos anos tem-se
aperfeicoado esse tipo de dispositivo de modo a aumentar sua sensibilidade, por meio de
conjugacgdo com nanomateriais diversos, e dentre eles, também o GO'®. Neste trabalho foi
empregada a técnica de arco elétrico para a gravagéo da rede periddica e fabricagdo das

LPGs, que sera mais bem detalhada na sec¢ao experimental.

1.2 OXIDO DE GRAFENO

Nos ultimos anos, os avangos no setor tecnolégico tém impulsionado de forma
significativa a pesquisa e o desenvolvimento de nanomateriais de carbono, com destaque
para o GO e sua versao reduzida (rGO, reduced Graphene Oxide). O crescente interesse
por esses materiais decorre de suas propriedades unicas, como alta condutividade elétrica,
elevada estabilidade mecéanica e grande area superficial'’, que os tornam altamente
promissores para uma ampla gama de aplicagdes, incluindo sensores, dispositivos
fotovoltaicos organicos (OPVs), diodos emissores de luz organicos (OLEDSs) e dispositivos
de armazenamento de energia, como supercapacitores e baterias'®1%20, Um dos métodos
de obtencédo do GO é através da esfoliagdo quimica do grafite. Neste processo, o grafite é
submetido a um processo de oxidagao em meio acido que por sua vez promove esfoliagao
quimica das camadas do grafite, e o material resultante sdo folhas estruturadas de atomos
de carbono com hibridizagéo sp? e sp3. Estas folhas sdo bastante defeituosas em estrutura
fisica, além de terem com grupos funcionais oxigenados inseridos na rede do GO?'. Segundo
o modelo Lerf-Klinowski?>?3, na estrutura do GO podem ser encontrados diversos grupos
oxigenados como Epoxi (C-O-C), Hidroxilas (OH), Carboxila (COOH), Carbonila (=0)%
(Figura 1).

O método de sintese do GO foi proposto por J. Hummers at.al?®, e depois dele
modificagbes desse método foram propostas por outros pesquisadores?6-28, De forma geral,
o grafite tratado com acido sulfurico e permanganato de potassio promove a formacao de e
OH na superficie do GO enquanto os grupos COOH e =0 se formam nas bordas das folhas.
Esse processo insere oxigénio entre as camadas do grafite e rompe as ligagdes abrindo
espaco para os grupos funcionais. Esse processo promove também a modificagdo da rede
cristalina pela hibridizagédo sp? — sp®. Como consequéncia, o GO apresenta maior desordem
estrutural e aumento do bandgap comparado ao grafeno puro?®.
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Figura 1 - Representacdo do modelo estrutural para o GO proposto por Lerf-Klinowski

com os devidos grupos oxigenados.

Fonte: Adaptado da referéncia°.

Do ponto de vista dos biossensores, os grupos funcionais oxigenados na rede do GO
podem participar de interagdes quimicas de acoplamento com as proteinas presentes em
anticorpos?®'. Em especial, o grupo carboxila pode ser ativado, utilizando a ligagédo cruzada
EDC/NHS?2. O sistema EDC/NHS é um método de ativagdo quimica amplamente empregado
para promover ligacdes covalentes entre grupos carboxila (-COOH) e amina (-NH,), no qual
o EDC (1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida) atua ativando o grupo carboxila para
formar um intermediario reativo, enquanto o NHS (N-hidroxisuccinimida) estabiliza esse
intermediario, permitindo sua posterior reagdo com grupos amina de biomoléculas,
resultando em ligagbes amida estaveis, etapa fundamental em processos de
biofuncionalizagdo de superficies, como no caso do GO em biossensores33. Além disso, a
presenca dos outros grupos funcionais faz do GO um material extremamente propicio a
biofuncionalizagao, facilitando a imobilizagdo de biomoléculas especificas (como proteinas,
enzimas, anticorpos, DNA, etc.) a sua superficie, aumentando assim a seletividade e a
sensibilidade do sensor3*3%. A ligagdo entre os grupos funcionais do GO e biomoléculas
resulta em estruturas estaveis, ideais para aplicagdes em biossensores e plataformas de

deteccao.
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1.3INTERLEUCINA-1B (IL-1B)

As citocinas sao proteinas multifuncionais de baixo peso molecular secretadas por varios
tipos de células e desempenham um papel crucial na modulagdo da resposta imune3®. As
citocinas ndo sdo exclusivas de humanos, elas sdo produzidas por muitos organismos
multicelulares, incluindo outros mamiferos, aves, peixes, répteis e até alguns invertebrados.
Essas moléculas fazem parte de um mecanismo de comunicagdo celular universal do
sistema imunoldgico, regulando processos como inflamagdo, defesa contra patdgenos,
cicatrizagao e diferenciacéo celular. Elas atuam por meio da ligagéo a receptores especificos
nas membranas das células-alvo, desencadeando uma série de reagdes intracelulares que
guiam as células até os locais de infecgdo. O monitoramento dos niveis de citocina no
organismo tem alta relevancia clinica devido as propriedades como alta especificidade e
capacidade de induzir respostas relevantes em baixissimas concentragcdes®’. Mais
especificamente, podemos citar, por exemplo, a forte correlagao entre os niveis de citocinas,
seus padrdes pro-inflamatorios indicados pelo excesso de IL-1[3, e a progressao de doencas
como artrite reumatoide® ou doencas cardiovasculares®®, além de sua associagdo com a
progresséo de diversas doengas, incluindo cancer??, COVID-19*! e até mesmo transtornos
mentais*?. Essas proteinas estdo disponiveis em tecidos periféricos, como o sangue®
tornando-a um alvo promissor como biomarcador de diagndstico, no monitoramento e

prevencao de doengas e no acompanhamento da evolugéo de tratamentos4.

Com a recente pandemia de COVID-19, o papel das citocinas ganhou um entendimento
muito mais aprofundado*>. Essa doenga evidenciou como a ativagdo desregulada da
resposta imune pode levar a niveis elevados de citocinas inflamatérias no sangue, como a
interleucina-6 (IL-6), Fator de Necrose Tumoral a (TNF-a) e interleucina-1 (IL-1)*¢. Como dito
acima, o aumento de citocinas no sangue também esta associado a outras doencas,
incluindo disturbios autoimunes, doencas cardiovasculares, certos tipos de cancer e casos
graves de infecgbes virais, onde as tempestades de citocinas estdo associadas a desfechos
clinicos piores*’#8. Assim, podemos entender as citocinas como proteinas sinalizadoras
produzidas pelas células do sistema imunolégico reguladoras de processos inflamatérios.
Atualmente, o método mais comumente empregado para medir citocinas em amostras
clinicas e de pesquisa baseia-se na ligagédo antigeno-anticorpo, especificamente o ELISA2.
Embora outros métodos de medigdo, como ensaios multiplex como o CBA3, estejam

disponiveis, essas técnicas apresentam limitagdes, incluindo a necessidade de pessoal
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treinado, equipamentos especificos e alto custo. Como alternativa, a pesquisa com
biossensores tem ganhado cada vez mais espago para explorar potenciais aplicagdes no

monitoramento do nivel de citocinas®.

O presente trabalho se propde a verificar a viabilidade de biossensores 6pticos baseados
em LPGs revestidas com GO, conjugados com anticorpos (anti-IL-1B), como alternativa para
o ELISA. Analisando os resultados de operagao do biossensor na presenga do antigeno-
alvo, a citocina pré-inflamatoria IL-1B para as mesmas concentracdes usadas no ELISAS!.
Considerando sua relevancia como biomarcadores de resposta imune, o objetivo deste
estudo é avaliar a capacidade do nosso biossensor de detectar a IL-1B com alta
sensibilidade. Ao comprovar sua eficacia como biossensor para IL-1, este dispositivo
demonstra seu potencial para ser adaptado a deteccdo de outros biomarcadores associados

a diversas doencgas, expandindo suas possiveis aplicagdes em diagndsticos futuros.
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2 BIOSSENSORES OPTICOS

Delisa et al. %2, no ano de 2000, desenvolveram uma das primeiras aplicagbes de OFG
como imunossensor, para detectar imunoglobulina G humano (IgG), geralmente encontrada
no sangue, utilizando anticorpos anti-lgG humano. Em seu trabalho, DeLisa demonstrou que
uma LPG funcionalizada com silano (APTES) e 0,5 mg/mL de anti-lgG imobilizado na
superficie da fibra permitiu o reconhecimento especifico do analito IgG humano em diferentes
concentragdes. Esta montagem obteve na época um LOD de 0,7 ug/mL5352. Como proteinas
controle, foram usadas a interleucina-2 (IL-2) humana e albumina sérica bovina (BSA) para
demonstrar a especificidade do biossensor. Em ambos os casos, essas proteinas nao
provocaram alteragbes no sinal espectral nas concentragdes avaliadas, comprovando a

seletividade do sensor apenas para anti-IgG.

Sridevi et al.%*, em 2015, apresenta um sensor FBG altamente sensivel para a detecgéo
da proteina C-reativa (CRP, C-Reactive Protein), € uma proteina também utilizada como
marcador inflamatério. Esse sensor apresenta funcionamento semelhante ao da LPG, no
sentido de que ambas operam com base no monitoramento do deslocamento espectral do
sinal que atravessa a fibra, como fun¢do da concentragcao de analito adicionado a superficie
do sensor. A FBG revestida com GO e funcionalizada com anticorpos anti-CRP demonstrou
alta sensibilidade em comparagdo com métodos convencionais, atingindo um LOD de 0,01
mg/mL. Além disso, o dispositivo mostrou alta especificidade para CRP, mesmo na presenca

de interferentes n&o especificos como ureia, creatinina e glicose.

Chiavaioli et al.>> em seu artigo de 2015 apresenta um biossensor 6ptico baseado em
LPGs revestidas com um filme fino de titania-silica (TiO,-SiO,) produzido por sol-gel. O
biossensor foi funcionalizado com um polimero de metacrilato, permitindo a imobilizagao de
anticorpos para a detecgéo de IgG humana. A interagéo entre IgG e anti-IgG, assim como os
exemplos anteriores, foi monitorada por deslocamento do comprimento de onda de Bragg',
demonstrando alta sensibilidade e especificidade, mesmo em soro humano. O LOD atingido
foi da ordem de 1 ng/mL.

O comprimento de onda de Bragg é o comprimento de onda que é refletido de forma seletiva por uma
estrutura periodica, como uma rede de Bragg em fibra, devido a interferéncia construtiva da luz espalhada ao
longo da rede, sendo sensivel a variagdes fisicas do meio
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No ano seguinte Coelho et al.% publicam a comparagéo entre dois métodos de detecgéo
de trombina, uma enzima produzida no figado essencial no processo de coagulagdo do
sangue, sua detecgao pode auxiliar na identificagdo de condigdes como hemofilia®”. O estudo
usando LPGs revestidas com diéxido de titanio (TiO,) e de ressonancia plasmbnica de
superficie (SPR) com camadas de ouro e diéxido de titanio. O desempenho dos dois
sensores na faixa de concentracdo de 0,37 a 3,7 ng/mL, demonstram um LOD de
aproximadamente 0,37 ng/mL. Ambos o0s métodos apresentam a capacidade de
regeneragao, ou seja, é possivel revitalizar o sensor, lavando e fazendo uma nova deposi¢cao
do aptamero?, permitindo reutilizagdo para quantificagdo de trombina. Para a regeneragéo
apds cada ensaio, os sensores eram lavados com solucdo de hipoclorito a 5% por 30
minutos, 0 que removia o aptdmero e deixava a superficie pronta para uma nova

funcionalizacéao.

Um biossensor 6ptico baseado em grades de periodo longo de pico duplo (dLPG) também
funcionalizadas com GO, foi proposto por Liu et al.(2017)%. Ao gravar uma LPG no nucleo
da fibra, forma-se uma estrutura periddica que acopla parte da luz em diferentes modos de
revestimento, cada um com uma ressonancia propria. Em geral, para as fibras mencionada
nos trabalhos anteriores, se observa somente um pico ressonante, mas a geometria da fibra
pode permitir o acoplamento simultdneo de dois modos distintos, cada um em um
comprimento de onda ligeiramente diferente formando entdo uma dLPG. A camada de GO
proporciona uma plataforma eficaz para a fixagao das biomoléculas, participando de liga¢des
quimicas entre os grupos funcionais e as proteinas, e amplifica o sinal da interagao entre
antigeno-anticorpo devido as suas propriedades opticas e bioquimicas?3. O dispositivo neste
trabalho de Liu et al. demonstrou uma alta sensibilidade na deteccéo de imuno-complexos,
atingindo um LOD de 7 ng/mL, muito superior a sensores similares nao revestidos com GO.
Este trabalho propbde também a reutilizacdo do sensor aplicando um processo de
regeneragao quimica, usando uma solugao de HCI 0,01 M. A reutilizagao de biossensores é
altamente desejavel, uma vez que um mesmo dispositivo pode acompanhar um paciente ao

longo do tratamento, cortando custos de operacao.

2 £ uma pequena molécula de DNA, RNA ou peptideo que se dobra em estruturas especificas e se liga com alta
afinidade e seletividade a um alvo (proteina, ion ou célula).
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Um dispositivo desenvolvido com uma grade de longo periodo defasada (OS-LPFG)
conjugada com GO foi proposto por Lee et al. (2021)%°. Este dispositivo foi usado para medir
niveis de glicose, usando glicose oxidase como BRE. Os testes foram feitos para uma faixa
de concentragédo de 0,9 a 4,5 mg/mL, alcangando um LOD de 0,9 mg/mL. Neste trabalho
realizou-se um teste com o sensor sem adigao de nenhum revestimento como os comumente
usados (APTES, GO, TiO2-SiO2, TiO2 etc.), ou seja, somente a fibra decapada de sua
protecdo na presenga da concentracdo do analito alvo. Demonstrou-se entdo que o
biossensor ndo apresentou variagao significativa como fungdo da concentragdo do analito,
confirmando que a presenca dos revestimentos de GO e do BRE s&o essenciais para uma

deteccgao correta e sensivel.

Em 2023 kang et al.®%, desenvolveu um sensor de LPG microafilado (MTLPFG) também
revestido com GO. A LPG, antes do revestimento € gravada usando um laser de CO,, em
um processo de inscrigdo térmica, que gera modulagdes profundas no seu IR melhorando o
acoplamento entre os modos de propagacdo. Em seguida o sensor passa por uma
modificagdo do seu revestimento ativando os grupos carboxila do GO com uma solugao de
EDC e com NHS tornando o sensor mais propenso a conjugacgao biolégica. Nesse trabalho
o biossensor usado para detectar pepsina, uma enzima digestiva responsavel por quebrar
proteinas dos alimentos, em concentragdes que variaram de 1 ng/mL a 1000 ng/mL obtendo
um LOD de 25,79 ng/mL em comparacdo ao mesmo sensor sem revestimento de GO
apresentou um LOD de 104,6 ng/mL. Apds cada medigéo, o sensor foi lavado com etanol e
agua DI e depois seco em vacuo, permitindo novo uso. Foram realizados ao todo 3 ciclos

completos de detecgao com resultados muito proximos entre si.

Mais recentemente, em 2025 Soares et al.®! desenvolveram um sensor também baseado
no complexo LPG+GO revestido com anti-cortisol, usado para detectar cortisol em
concentragdes variando de 0,01 ng/mL até 100 ng/mL. O cortisol € um horménio esteroide
produzido pelas glandulas suprarrenais responsavel por regular o uso dos carboidratos pelo
organismo. Esse sensor alcangou o LOD de 60 pg/mL. Além disso, foram realizados teste de
deteccao cruzada com outras moléculas como testosterona e glicose, as quais apresentaram

uma resposta insignificante, provando a seletividade do dispositivo.

A Tabela 1 apresenta uma sintese de diferentes biossensores 6pticos reportados na

literatura, com foco nos elementos de transducéo utilizados, revestimentos aplicados, LOD
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e faixa de concentragao dos testes. A versatilidade das estruturas 6pticas na construgédo dos

sensores é evidenciada pela diversidade de configuragdes encontradas na literatura.
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Tabela 1 - Biossensores Opticos com elementos de reconhecimento biologico.

Transdutor Revestimento  LOD Intervalo de deteccdo  Ano Referéncia
LPG APTES 0,7 pg/mL 5 —50 pg/mL 2000  DPebisa2000
FBG GO 0,01 mg/mL 1 -100 pg/mL 2015  SRIDEVI2015
LPG TiO,-SiO, 1 ng/mL 5 —50 pg/mL 2015  CHAvAIOLI2015
LPG TiO, 0,37 ng/mL 0,37 - 3,7 pg/mL 2016  COEtHO2016
SPR TiO, 0,37 ng/mL 0,37 - 3,7 pg/mL 2016  COEHO2016
dLPG GO 7 ng/mL 1—-100 pg/mL 2017 Qw2
OS-LPFG GO 0,9 mg/mL 0,9 — 4,5 mg/mL 2021 ‘EE20%
MTLPFG GO 25,79 ng/mL 1 -1000 ng/mL 2023  Kang2023
MTLPFG 104,6 ng/mL 1 -1000 ng/mL 2023  Kang2023
LPG GO 60 pg/mL 0,01 — 100 ng/mL 2025  SOARES2025

Fonte: O Autor.

Como visto nesse capitulo, os dispositivos baseados em LPGs sdo amplamente
encontrados na literatura dos ultimos 25 anos indicando acessibilidade, robustez e
sensibilidade com o revestimento adequado para cada aplicagao. A progressao dos LODs
ao longo dos anos mostra uma evolugéo significativa desde os anos 2000 com limites
micromolares até o mais recente com detecgéo a picogramas por mililitro. Essa melhoria esta
fortemente associada a incorporagcdo de nanomateriais. O APTES e o GO aparecem mais
frequentemente pela sua capacidade de promover ancoragem eficiente de biomarcadores e
por sua capacidade de amplificar o sinal por meio da modificacdo no IR na superficie da fibra.
O presente trabalho apresenta um sensor com LOD de aproximadamente 21,64 pg/mL no
teste inicial e 6,40 pg/mL na reutilizagdo do sensor regenerado, para a detec¢ao do IL-18, o

gue o posiciona junto aos dispositivos mais sensiveis ja reportados.

Em suma, os biossensores 6pticos vém se consolidando como ferramentas essenciais
na deteccao de alvos bioldgicos e quimicos devido a sua alta sensibilidade, seletividade e
possibilidade de miniaturizacdo. Diferentemente dos métodos convencionais, como o ELISA
e 0 CBA, esses sensores permitem analises rapidas, sem marcagao e em tempo real, o que

os torna ideais para diagndsticos clinicos, monitoramento ambiental e aplicagdes industriais.
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Com o avancgo das tecnologias de nanomateriais e fibras épticas, novas arquiteturas como
FBGs, LPGs e interferdometros vém sendo amplamente exploradas como transdutores. Além
disso, a funcionalizagdo dessas estruturas com materiais como GO, nanoparticulas
metalicas e polimeros permite a obtengao de limites de detecg¢do na faixa de picogramas por

mililitro.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1FABRICAGAO DO LPG NA FIBRA OPTICA

Uma fibra optica consiste em um guia de onda dielétrico projetado para operar em
frequéncias oOpticas correspondentes a regido do espectro eletromagnético que abrange
aproximadamente de 10" a 10'® Hz (ou comprimentos de onda entre 0,3 e 3 um). Para
aplicagdes em telecomunicagdes, no entanto, utilizam-se predominantemente as chamadas
janelas de transmissao Optica, localizadas na faixa do infravermelho préximo, devido a baixa
atenuacao e dispersdo nesse intervalo, sendo os comprimentos de onda mais comuns em
aplicagdes praticas, em torno de 850 nm, 1310 nm e 1550 nm. Como descrito anteriormente,
uma fibra 6ptica € um guia de onda dielétrico formado por um nucleo de vidro ou plastico de
maior indice de refracao, envolto por uma casca com indice menor. Essa diferenca permite
que a luz seja guiada por meio da reflexdo interna total entre as duas regides. A luz néo se
propaga de forma continua, mas em padrdes discretos do campo eletromagnético chamados
modos, que correspondem as possiveis distribuicdes espaciais da propagacao optica. Os
modos do nucleo permanecem confinados na regido central, enquanto os modos da casca
se estendem para areas mais externas. O numero e o tipo de modos existentes dependem
da geometria da fibra e do contraste entre os indices de refragido do nucleo e da casca®.
Cada camada exerce uma fungao especifica: o nucleo é responsavel pela conducao da luz;
a casca garante o confinamento do campo 6ptico no interior do nucleo por meio do fenébmeno
da reflexado interna total; e o revestimento atua como elemento de protecdo mecanica,
conferindo robustez e flexibilidade a fibra (Figura 2)83. Esse conjunto possibilita a transmisséo
eficiente da radiacdo eletromagnética guiada ao longo da estrutura, minimizando perdas e

assegurando elevada capacidade de transporte de informacéo.
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Figura 2 - Esquema de estrutura de uma fibra éptica convencional. Um nucleo circular de

IR = n1 e um revestimento n2 < n1 e uma capa plastica como revestimento.

Revestimento .
Nucleo

Casca

Fonte: O Autor.

Cada modo de propagacao € uma solugao especifica da seguinte fungcédo de onda,

V2E + n?(w)k3E = 0, (1)

sps P ’ . ~ 2T ’
na qual E representa o campo elétrico complexo, n é o indice de refracéo e k, = — 0 numero

de onda®. Essa equacgéo de onda deriva diretamente das equacdes de Maxwell em meio
dielétrico e linear. A combinacdo dos operadores de Maxwell leva a essa relacdo que
evidencia que n e o k, descrevem como os modos se estabelecem na fibra®®. Pela geometria
cilindrica da fibra, é possivel reescrever a equacao em coordenadas cilindricas como,

0%E, 10E, 1 d2E, 0Z%E,
+-—4— +
dp* pdp p?0Pp*  0z*

+ n%k3E, = 0, (2)

cuja com solucao natural envolve as fungbes de Bessel. Que descreve a variagao radial do

campo eletromagnético dentro do nucleo e do revestimento.

As solugbes (modos) sao permitidas pelas condi¢des de contorno impostas pela
geometria do nucleo e a diferenca no IR entre o nucleo e a casca. No caso das fibras
monomodo, o didmetro reduzido do nucleo restringe a propagagdo ao modo fundamental
(LPy,), fazendo a luz ser guiada por apenas um modo paralelo ao eixo central da fibra®®.
Como ilustrado na Figura 3, a distribui¢ao tridimensional da poténcia apresenta um unico

maximo centrado no nucleo, com perfil aproximadamente gaussiano e decaimento radial
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suave em direcao a casca. Essa simetria axial e a auséncia de estruturas modais adicionais

caracterizam o LP,; como o modo fundamental da fibra 6ptica®’.

Figura 3 - Distribui¢ao tridimensional da poténcia normalizada do modo fundamental LPy,

em uma fibra optica.
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Fonte: O Autor.

Tomando ¢ como constante e E(p,¢,z) = R(p) - e'%, na qual B é a constante de
propagacéao definida por,
21 3
B=7 Merr )

podemos entao reescrever a equagao 2 como a equacao 4,

0°R(p) , 19R(p)

ap* p Op + (n*kg — BHR(p) = 0. (4)

Para obter a constante de propagacao tomamos a definicdo de IR efetivo (neff = kﬁ) e do
0

numero de onda (k, = 27”)68. Com a definicdo dos parametros de separacao dentro e fora do
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nucleo mostrado na equagédo 5 chegamos as solugdes da equagao de Bessel equacao 6

onde a é o raio, / e Ksdo fungbes de Bessel®>.

_ (W= a*mik§-B?, p<a (5)
P=1w? = a’(B? —n3k), p=a

R(p) = oo ©)

Usando a condi¢gdo de contorno, a exigéncia de continuidade dos campos elétricos e
magnéticos tangenciais p = a obtemos a equagao a seguir:

JmW) _ Kow) (7)
wy (W) wk; (W)’

Dessa forma, os modos de propagacao podem ser caracterizados por combinacdes
dessas funcgdes, determinando o perfil de campos transversais. Nas fibras monomodo, a
disposicao exclusivamente do modo LP,; apresenta um perfil de campo concentrado no

nuicleo com penetragdo evanescente na casca.

Essas equagdes descrevem matematicamente as condigdes para a existéncia e
propagacao dos modos guiados em fibras Opticas, relacionando a geometria do nucleo, os
indices de refracdo envolvidos e a frequéncia da radiacdo com as distribuicbes espaciais do
campo eletromagnético. Em particular, a imposigdo das condigbes de contorno leva as
equacdes caracteristicas que determinam os valores permitidos para a constante de
propagacgéo [ e, consequentemente, para o indice efetivo n,rr. Dessa forma, tais resultados
fornecem a base para compreender o regime monomodo, identificar quais modos podem se
propagar e prever como a luz sera confinada e transmitida ao longo da fibra. Em um contexto
mais amplo, essas solu¢des sdo fundamentais para o projeto e otimizacéo de fibras dpticas
aplicadas em sensoriamento, uma vez que permitem correlacionar as propriedades

estruturais da fibra com seu desempenho 6ptico.

A fibra 6ptica monomodo (SMF-28), usada nesse trabalho, é gravada com grade de longo
periodo utilizando a técnica de arco elétrico®. Essa técnica consiste em criar deformagdes
na superficie da fibra, usando uma maquina de fusao de fibras épticas modificada com dois
eletrodos alinhados (Figura 4). O revestimento da fibra é retirado para garantir a marcacao
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da casca e do nucleo, a fibra é posicionada na maquina entre dois eletrodos para ser
submetida a uma descarga elétrica gerando uma deformacao da casca, provocando um
acoplamento entre os modos de propagacéo direto do nucleo com a casca, 0 que causa uma
mudanca no IR local®. Esse arco se repete ao longo da fibra, espagado com periodo da
grade A = 550 ym. Em fibras monomodo, uma modulagao periédica do IR local introduz um
vetor de casamento onda (2m/A) que compensa a diferenga de numero de onda, das
constantes de propagacao, entre os modos da casca e do nucleo como descreve a
(8equacéo a seguir,

Bricieo — Beasca = ZTT[ (8)
Reorganizando os termos dessa equagao obtemos a relagcdo do comprimento de onda

ressonante,

9)

Ares = (nm'lcleo - ncasca) A,

onde a diferenca entre os indices de refracdo € o indice de refracdo efetivo dado pela

diferenca entre os indices de refracdo da casca e do nucleo,

(10)

Aneff = Nnicleo — Ncasca-

Figura 4 - Maquina adaptada para a técnica do arco elétrico.

Fonte: Imagem disponibilizada por Laborat6rio de Instrumentagéo

e Telemetria (LiTel).
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O comprimento de onda ressonante € um comprimento de onda especifico no qual um
sistema fisico apresenta uma resposta maxima, resultando em uma maior intensidade de
transmissao. O acoplamento promovido entre os modos de propagacao na LPGs resulta em
um espectro de transmissdo que contém bandas de atenuagdo centradas em um
comprimento de onda especifico que corresponde a um acoplamento de um modo da casca.
Para a fibra usada nesse trabalho usamos n,;qe, = 1,45, que € o indice efetivo do modo do
nucleo n.,s., = 1,46, que € o indice efetivo do modo da casca e A = 500um como o periodo
da rede LPG (distancia entre as marcagdes)’!. Substituindo esses valores encontrados no
datasheet da fibra™® na equagdo 9, A,., = (1,4492 —1,4461)-500-107% obtemos o

comprimento de onda ressonante (4,.s),

Ares = 1550 nm. (11)

Esse comprimento de onda ressonante é representado pelo vale no espectro de luz
transmitido representado na Figura 573. Esse fendmeno é fundamental para a ocorréncia de
sensoriamento, ao permitir detectar variacbes com alta precisdo monitorando a variacdo da
posicao desse comprimento de onda ressonante como fungao da variagao da concentragao.
Neste trabalho chamaremos de comprimento de onda ressonante o vale localizado entre
1555 e 1560 nm. Esse vale ressonante sera monitorado como funcdo das modificacboes
feitas na superficie do sensor’*.

Figura 5 - Espectro de transmissao tipico do sensor, medido a temperatura ambiente.
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Fonte: O Autor.
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A gravacéao da LPG foi feita usando o sistema adaptado que vimos na Figura 4 composto
pelos seguintes elementos: um controlador Servo mecanico DC K-cube KDC1017°,
responsavel por controlar com precisdo o deslocamento da fibra garantindo a periodicidade
desejada nas marcagdes (Figura 6.a); um sistema de deslocamento motorizado®, (Figura
6.b) da Thorlabs composto por um trilho, cuja fungdo € movimentar linearmente a fibra
durante o processo de gravagao; uma fusion splicer Jilong KL-300T, (Figura 6.c)
devidamente adaptada, com os eletrodos que desempenham os arcos elétricos controlados,
usados para formar deformagdes na fibra. Essa configuracdo auxilia a manter a fibra

tensionada, alinhada e garantindo a aplicagdo do arco elétrico ao longo da sessao da fibra.

Figura 6 — Equipamentos usados para fabricagao da LPG (a) KDC101 - Controlador servo
DC K-cube (b) MTS50/M-Z8 - Sistema de deslocamento motorizado 1”7 Metric.

(a) (b) (c)

Fonte: Imagem disponiveis em thorlabs.com

Esse arranjo garante ndo sO a estabilidade da fibra, mas também que as marcagoes
sejam devidamente executadas com o espagamento desejado. Durante a marcacao da LPG,
além do periodo, o comprimento e as condi¢gdes do ambiente sdo também responsaveis por
definir os modos de acoplamento e por consequéncia o espectro de transmissao analisado

em tempo real, observando a formacao do vale ressonante.
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3.2SINTESE DO OXIDO DE GRAFENO

O GO utilizado neste estudo foi sintetizado pelo método de Hummers modificado?®, que
incluiu duas etapas de oxidagdo com tempo prolongado. Essas duas etapas sao aplicadas
para garantir uma esfoliacdo e oxidagdo mais eficiente de modo que favorecga a formagéao de
GO com altas quantidades de grupos funcionais carbonila’’. Apds o primeiro tratamento
quimico, o GO é posto em agitacdo mecanica prolongada para aumentar o grau de
esfoliacdo. Logo em seguida, recebe um segundo tratamento quimico sob temperatura, o
que favorece o recomego do processo de oxidagdo e por consequéncia o surgimento dos
grupos oxigenados. Esse processo leva a introdugdo de grupos oxigenados entre as
camadas do grafite, aumentando o espagcamento interplanar. O aumento da distancia facilita
a entrada de moléculas de agua entre as folhas, reduzindo as interagdes de Van der Waals,

resultando na obtencéo de folhas mais separadas em meio aquoso’®.

O grafite foi usado como precursor, e os reagentes incluiram acido sulfurico (H,SO,),
permanganato de potassio (KMnO,) e nitrato de sédio (NaNO3). A reacéo entre H,SO, e
KMnO, produz heptéxido dimanganés (Mn,0O,), um agente oxidante altamente reativo, que
interage com as ligagdes C=C no plano basal do grafite, promovendo a inser¢ado de grupos

oxigenados e, consequentemente, a oxidacao e esfoliagdo das camadas de grafite?*.

Em um béquer, sdo misturados o H,SO,, grafite em flocos e nitrato de sddio os reagentes
sao mostrados na Figura 7.a. A mistura é submetida a agitagdo mecanica e deve ser levada
ao banho de gelo para controlar a temperatura da reagéo, preparando-a para a proxima etapa
(Figura 7.b). Em seguida, quando a temperatura estiver préxima de 5°C, é adicionado o
KMnQO,, gradualmente, no periodo de 1 hora (Figura 7.c). Apos 2 horas, a mistura deve ser
retirada do banho de gelo e mantida sob agitagdo a temperatura ambiente por 120 horas
(Figura 7.d). Essa etapa promove uma oxidagéao lenta, continua e controlada, auxiliando na

penetracado gradual dos agentes oxidantes entre as camadas do grafite.

Figura 7 - Imagens (a) H,SO,, KMnO,, NaNO; e do grafite em flocos usados como material
de partida; (b) banho de gelo feito durante a mistura dos reagentes; (c) meio reacional apos
24 h de reagéao e (d) ap6s 120 h de agitagao constante em temperatura ambiente.
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Fonte: adaptada da referéncia Lima et al. 201739,

Apos as 120 horas, a dispersao foi transferida para um béquer maior (Figura 8.a) e
posteriormente aquecida. Iniciando a segunda etapa de oxidagéo, foi adicionado lentamente
700 mL de uma solugao de 5 wt% em H,SO,, durante 1 hora, responsavel por ativar os ions
remanescentes do KMnO, (Figura 8.b). Em seguida, toda a dispersao € mantida sob agitacao
mecanica e a temperatura de 80°C por um periodo de 2 horas (Figura 8.c). O aquecimento
em meio acido acelera a hidrolise acida ativando o oxigénio do anel epoxi, 0 que causa sua
abertura, resultando em grupos carbonila na superficie?’. Em seguida, a temperatura foi
reduzida para 60°C, sendo adicionados 15 mL de peréxido de hidrogénio (H,O,) a 30%,
interrompendo o processo de oxidagcdo. Essa mistura foi deixada em repouso por 12 horas,
a fim de maximizar a reagdo com os ions presentes no GO. Apds o descanso, a dispersao

foi centrifugada para precipitar o GO, resultando em uma pasta escura (Figura 8.d).

Figura 8 - Imagens (a) da transferéncia da dispersao resultante da primeira etapa de
oxidagao; (b) disperséo diluida com H,SO, 5 wt% a aproximadamente 80 °C, sob agitacao
mecanica; (c) dispersdo formada explicitando a alteragdo da cor apds decorrido 3 h apds o
inicio da segunda etapa de oxidagao e (d) pasta sélida, contendo GO e impurezas metalicas

residuais do processo de sintese, obtida apds as etapas de centrifugagao.
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Fonte: adaptada da referéncia Lima et al. 201739,

A pasta resultante deve ser purificada, para remover as impurezas inorganicas. Foi
adicionada uma solugédo de 5 wt% de H,SO, e 0,5 wt% de H,O,. A mistura foi agitada
mecanicamente para homogeneizar e levada ao ultrassom de ponta para auxiliar na
esfoliacdo do GO. O produto obtido desse processo foi novamente centrifugado a fim de
promover a precipitacdo do GO, sendo esse procedimento repetido outras duas vezes.
Novamente trés outros enxagues foram feitos, desta vez usando a solugéo de 3 wt% de acido
cloridrico (HCL). Essa etapa de purificagdo serviu para eliminagéo das impurezas metalicas

residuais.

As purificacdes seguintes foram feitas somente com agua deionizada seguindo mesmo
processo. Essa etapa deve ser repetida até que o sobrenadante atinja o pH proximo do
neutro. Ao final da purificagdo, a mistura € centrifugada e a pasta do GO resultante é
separada em placas de Petri e postas para secar. O GO seco € usado para produzir um po

a ser disperso em agua em concentragoes desejadas.
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3.3PREPARO DO BIOSSENSOR E INTEGRAGAO MICROFLUIDICA

O biossensor proposto neste trabalho é preparado em 6 etapas. Primeiramente, a fibra
decapada e gravada é presa numa barquinha de teflon, assegurando estabilidade durante o
contato com os reagentes favorecendo uma deposigdo uniforme. O suporte de teflon é
empregado devido a sua elevada resisténcia a temperaturas e a tratamentos quimicos,
permitindo a sua utilizagao nas solugdes de limpeza e funcionalizagédo aplicadas a superficie
da LPG (Long Period Grating) nas etapas subsequentes. Na Figura 9, vemos a barquinha de

teflon branca com residuos de GO da deposicao feita na fibra.

Figura 9 - Foto da LPG revestida com Oxido de Grafeno, preso em uma barquinha de

teflon.

Fonte: O Autor.

Antes da funcionalizagdo com o GO, a LPG é preparada para melhorar a fixagado na sua
superficie. Inicialmente, é feito um tratamento alcalino com NaOH 1M por 1 hora na porgao
gravada e decapada da fibra para enriquecer a superficie da silica com grupos hidroxila (-
OH)3, como mostrado na Figura 10.a, facilitando reagbes subsequentes com agentes
organossilanos. Esse processo objetiva melhorar a adesao do GO a superficie da LPG. Logo
apos o tratamento alcalino, a LPG passa por um processo de silanizagao, onde a fibra é
imersa em uma solugao de (3-aminopropil) trietoxisilano (APTES) 5% (v/v em etanol) para
formar ligagdes Si-O-Si aos grupos OH formados na primeira etapa, Figura 10.b. Apds

enxague com etanol, para a remog¢ao do APTES nao ligado, a LPG é imersa em uma solugao
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de GO a 1 mg/mL por 3 horas. Em seguida, o sensor é levado a temperatura de 40°C até
que fique seco, formando uma camada espessa de GO na superficie da fibra Figura 10.c. O
Sensor € imerso em uma solu¢do de EDC 20 mM e NHS 40 mM em PBS 0,01 M por uma
hora. Em seguida, a fibra foi imersa em uma solugdo de anti-IL-13 por duas horas Figura
10.d. Apos lavar os anticorpos nao ligados com PBS, os sitios ativos restantes na superficie
do GO foram bloqueados com uma solugdo de BSA a 1%, deixando o sensor imerso por 30
minutos, reduzindo ligagdes inespecificas, Figura 10.e7°. Apds esta etapa o sensor ja esta

pronto para ser testado com diferentes concentragdes de IL-13 Figura 10.f.

Figura 10 — A esquematica ilustra a produgao do biossensor de fibra éptica baseado em
LPG revestido com GO: (a) superficie de fibra de silica LPG com tratamento alcalino; (b)
silanizagao por APTES; (c) deposi¢ao de GO; (d) imobilizagcado de IL-13 via EDC/NHS; (e)
passivacao de locais disponiveis por solugcado de bloqueio de BSA; (f) interagao de ligacao

entre o biorreceptor e o analito alvo (anti-IL-1p).
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Fonte: Elaborada pelO Autor. (2025).

A Figura 11 mostra o esquema de funcionamento da LPG na Fibra éptica onde mostra o
sinal emitido pela fonte (roxo) e o sinal transmitido apds passar pela LPG (vermelho). As
setas em azul estdo representando a parte do sinal perdida para o ambiente. A partir do
comprimento de onda ressonante, € medido o deslocamento causado pelo revestimento com
GO, anticorpo e BSA, como sinal de referéncia para a concentracao zero. Apds gravar esse
sinal de referéncia, o biossensor estd pronto para detectar a ligagdo entre antigeno e

anticorpo em varias concentragdes.
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Figura 11 - A imagem mostra o funcionamento de uma rede de Bragg em fibra 6ptica, que
reflete um comprimento de onda especifico (15) e transmite os demais, atuando como um

filtro 6ptico baseado no periodo (A) das variagdes do IR.

Acoplamento do modo do
nuicleo para a casca

AWANA

vV i VOV Sinal Transmitido

Fonte: Elaborada pelO Autor. (2025).

Em um sensor O6ptico convencional, o IR é influenciado pela modificacdo em seu
revestimento, formando um guia de ondas de quatro camadas, sendo elas: nucleo, casca,
camada de revestimento e meio circundante®. A arquitetura de biossensores Opticos
adiciona ainda uma quinta camada entre o GO (camada de revestimento de base) e o meio
externo, sendo essa quinta camada chamada de camada biofuncional, ou seja, o material
que reveste a superficie do GO com moléculas bioldgicas especificas. Nessa estrutura o
analito é detectado em meio aquoso, onde ocorrem as interagcdes moleculares na superficie,
causando mudangas no IR8'82, Esse link entre anticorpo-antigeno causa a modificagdo do
IR na casca da fibra, especialmente na camada biofuncional. A mudan¢a no indice de
refracdo e o consequente deslocamento do vale ressonante se deve a soma de alguns
efeitos como 0 aumento de massa pela deposicao de antigenos a superficie, 0 aumento da
espessura da camada biofuncional, assim como a mudancga na polaridade local decorrente

das interagdes moleculares, que serdo discutidos mais a frente®s.

Neste trabalho, seguimos as mesmas concentragcdes de antigenos recombinantes
utilizado proposto no protocolo do teste ELISA: 0 pg/mL, 31 pg/mL, 62,5 pg/mL, 125 pg/mL,
250 pg/mL e 500 pg/mL. O anticorpo e antigenos usados foram o human anti-IL-18 e o human
IL-1B distribuido pela BD biosciences. Na etapa intermediaria, apds a deposicdo do GO para
de proporcionar um ambiente controlado, o sensor foi alojado em uma capsula microfluidica,
para a manipulacado de fluidos por meio de microcanais, garantindo um controle preciso e

estabilidade durante a detecgao. A estrutura possui dois bicos que permitem injetar a amostra
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de maneira que nao haja vazamento e que passe pela grade do sensor. Os microcanais, por
onde percorre toda a amostra, tem didmetro de 500 ym, garantindo o uso de pequenas
quantidades do analito, além da estabilidade do sensor. Os canais garantem que a pressao
ocasionada pela injegdo da amostra n&o desloque o sensor. A Figura 12.a apresenta o
esquema da barquinha microfluidica para ser impressa, enquanto a Figura 12.b mostra o

biossensor encapsulado.

Figura 12 — (a) Design da estrutura microfluidica (b) Biossensor encapsulado em uma

barquinha microfluidica.

Fonte: Disponibilizado por LiTel.
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3.4 CARACTERIZAGCOES DO BIOSSENSOR

3.4.1 Caracterizagao optica

O circuito 6ptico foi configurado em série, partindo da fonte de luz até o biossensor e, em
seguida, para o analisador de espectro optico, conforme ilustrado na Figura 13. A fonte Optica
€ acoplada ao biossensor encapsulado em uma barquinha microfluidica, onde as solugdes
sdo aplicadas com auxilio de uma micropipeta. A radiagcédo transmitida pela fibra é entao
direcionada ao analisador de espectro Optico, que registra a intensidade em funcédo do
comprimento de onda. Os espectros obtidos sdo exibidos no computador, permitindo
observar o deslocamento das bandas de ressonancia em resposta as interacdes na

superficie da fibra.

Figura 13 - A imagem apresenta um esquema de medi¢ao 6ptica com fibra. Uma fonte
ELED injeta luz na fibra, que passa por um sensor onde uma micropipeta deposita a amostra.
O sinal segue para um OSA e é exibido no computador como graficos espectrais para analise

das variagdes no comprimento de onda.

Fonte ELED Analisador de espectro
Optolink SM optico (0SA)

Fonte: Elaborada pelO Autor. (2025).

A fonte utilizada foi uma fonte ELED Optolink SM com o comprimento de onda central de

1550 nm. Nas medigdes, o biossensor foi conectado a um analisador de espectro éptico
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(OSA), modelo OSA 203 da thorlabs 8. O OSA monitora em tempo real as mudangas

espectrais a medida que as diferentes concentragdes do antigeno séo depositadas.

O OSA opera com um interferébmetro de Michelson em configuragao de varredura a partir
de espelhos retrorrefletores movidos por uma bobina que ajusta dinamicamente o caminho
optico. Essa variagao gera interferogramas, que ao serem processados, revelam o espectro

optico do sinal.

Os espectros foram tomados em um periodo de 5 minutos para cada concentragdo, com
registros coletados a cada 1,5 segundo; em outras palavras, para cada concentragao
acumulamos um total de 200 espectros. Em seguida, os dados foram entdo processados
com um pacote, process spectra, do Python, para extrair o comprimento de onda do vale
ressonante®. Foi aplicado um filtro de Savitzky-Golay com janela de 37 pontos para suavizar
cada ponto do espectro, o algoritmo leva em conta 37 pontos vizinhos consecutivos da
amostra e polindbmio de segunda ordem para reducdo de ruido®; o vale espectral foi
identificado; e uma funcdo Lorentziana foi ajustada em torno do pico para localizar com

precisdo o comprimento de onda ressonante.
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3.4.2 Caracterizagao estrutural e espectroscopica

Neste trabalho foram aplicadas técnicas de caracterizacao estrutural e espectroscépica
fundamentais para compreender as propriedades fisico-quimicas e morfolégicas do
biossensor, bem como avaliar os efeitos das etapas de modificagao superficial. As analises
realizadas por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) e Espectroscopia Raman
permitiram investigar, respectivamente, a morfologia e a estrutura quimica do material,
fornecendo informagdes complementares sobre a deposi¢ao das camadas, a integridade da

superficie e as alteragdes induzidas pelos processos de funcionalizacio.

A MEV é uma técnica amplamente empregada para a caracterizar a estrutura e
morfologia de materiais em escala micro. Seu principio baseia-se na interacdo de um feixe
focalizado de elétrons com a superficie da amostra, gerando diferentes sinais, como elétrons
secundarios retroespalhados. Esses sinais sao coletados e sao convertidos em imagens de
alta resolugao, fornecendo informacdes a respeito da topografia da amostra. No contexto de
biossensores 6pticos, 0 MEV é essencial para avaliar a morfologia da fibra 6ptica apés cada

etapa de modificacdo, permitindo observar a deposicdo de camadas.

A espectroscopia Raman é uma técnica 6ptica baseada na interacdo da luz com modos
vibracionais da matéria, sendo amplamente utilizada na caracterizagéo estrutural e quimica
de materiais. Em sistemas a base de carbono, é especialmente importante por permitir a
identificacédo de diferentes formas de hibridizagado do carbono, defeitos estruturais e grau de
desordem. Nessa técnica, um feixe de laser monocromatico incide sobre uma amostra. A
maior parte da radiagdo sofre espalhamento elastico, mantendo a energia da luz incidente?”.
No entanto, alguns fétons sofrem espalhamento inelastico decorrente da interacdo com as
vibragbes moleculares, provocando uma variagao na sua energia. Essa diferenca de energia,
conhecida como deslocamento Raman, fornece informacdes especificas sobre os modos

vibracionais das moléculas e permite a caracterizagédo de substancias®.
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3.5MECANICA DE DETECGAO EM BIOSSENSORES OPTICOS

Existem alguns elementos que devem ser discutidos a respeito do funcionamento desses
biossensores. Assim, essa secao discute cada elemento do dispositivo, desde
funcionamento de uma LPFG como sensor até o tipo de link que acontece entre o GO e os
elementos biologicos. Chamaremos de biossensoriamento o mecanismo pelo qual se
percebe a variagdo do IR do biossensor na interface GO + anticorpo/antigeno. Neste
processo, a luz evanescente induz uma mudanga no sinal Optico alterando a resposta

espectral, como sera detalhado a seguir.

3.6 BIOAFINIDADE DO OXIDO DE GRAFENO

Na etapa final de construgao do biossensor, anticorpos IL-1B (Peprotech, 500-P51) foram
imobilizados na superficie de GO utilizando a ligagao cruzada EDC/NHS. Inicialmente, o EDC
atua sobre os grupos COOH formando, a O-acilisoureia, um produto intermediario e instavel

da ativagdo da carboxila pelo EDC?,

GO —COOH + EDC — GO — CO — C(= NH) — NR(O — acilisoureia). (12)

O NHS reage com o intermediario da reagao anterior, gerando um éster ativo que estabiliza

o sistema para que aumente a chance de formar as ligagdes desejadas32%,

GO—-CO—-0—-C(=NH)—NR + NHS - GO—CO—ONHS + EDU(Ureia). (13)

Esse processo facilita a imobilizagdo das biomoléculas reagindo com os grupos amina (-NH)

livres gerando uma ligagao amida covalente (GO-CO - NH-Anticorpo)®,

GO—CO—ONHS + R—NH, —» GO—CO—NH—R + NHS. (14)

Essa técnica garante a orientacédo correta dos anticorpos preservando os sitios de ligagao
ao antigeno.

O biossensoriamento (reconhecimento do antigeno pelo anticorpo) baseia-se em
interagcbes n&o covalentes entre as moléculas, tais como interagdes eletrostaticas,
hidrofébicas, pontes de hidrogénio e for¢ca de van der Waals. Essas interagbes eletrostaticas

desempenham um papel fundamental no reconhecimento molecular entre antigeno e
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anticorpo, influenciando a especificidade e estabilidade do complexo formado. A distribui¢cao
de cargas na superficie do epitopo (a porgdo do antigeno efetivamente ligada ao anticorpo)
e do paratopo (regido especifica do anticorpo responsavel por reconhecer e ligar ao
antigeno) gera campos eletrostaticos que podem orientar a aproximagédo das moléculas e
favorecer a complementariedade de cargas. No entanto, o ganho energético consequente
dessa complementaridade pode ser parcialmente compensado pela dessolvatagao (custo de
remocado das moléculas de agua) que estabilizam as cargas na superficie proteica. A
contribuicdo liquida dessas das forcas eletrostaticas resulta do balango das atracdes

coulombianas®':92,

3.7 ENERGIA LIVRE DE LIGAGAO

E possivel entender os mecanismos que envolvem as ligagées em termos da energia livre
de Gibbs (AG), sendo a energia disponivel em um sistema para realizacdo de um trabalho.
O caélculo da energia livre de um complexo (antigeno e anticorpo ligados) resume-se em
somar as contribuigdes das energias livres do complexo (15). Exploremos as energias livres
associadas as interagdes coulombianas entre as cargas (AG¢,y;), interagcdes pelo processo
de perda de camadas de solvente ou dessolvatagcédo (AG4.s01v), @S interagées de Van der
Waals (AG,4,,) € ligagdes de hidrogénio (AGyg), como meio para compreender a contribuigao

total da energia livre de ligagdo®, ou seja:

AGiotar = AGeour + AGgesory + AGyaw + AGyp. (1 5)

A equacgao 16 apresenta a contribuicdo da energia associada as interagdes coulombianas
entre as cargas do epitopo (g;) e paratopo (q;), em funcéo da disténcia entre eles (; ;), onde
&y € € sao respectivamente a permissividade dielétrica do vacuo e a constante dielétrica do
meio. Antes da formagédo do complexo, as cargas, em geral, permanecem estabilizadas em
meio aquoso pelo valor da constante dielétrica da agua (¢,,)%. Ao serem formados os
complexos, ocorre uma desestabilizagao dielétrica do solvente ao redor. Parte do ambiente
aquoso ¢é substituido por um meio de constante dielétrica menor (e,- constante dielétrica da

proteina) aumentando a energia eletrostatica local. A dessolvatagao, associada ao aumento
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da energia eletrostatica, representa uma barreira energética a ser superada, gerando uma
penalidade na energia livre liquida do sistema descrita na (17)°%. Matematicamente esse
modelo, vem de uma aproximacgédo do modelo der Born para energia de solvatagao de ions
e considera os raios efetivos (a;,) sendo o volume ocupado pelos grupos carregados (qy),

permitindo quantificar as contribuicbes®’.

1 q:q;
AG 16
COU T Amege La 1y (16)
1 1 1 1
Maesors = 5—— i (=) (= - = (17)
desolv 871'806 g dx ar/ \€, €w

Além das interagbes eletrostaticas, outras contribui¢cdes, ja mencionadas, podem auxiliar
na estabilidade das biomoléculas®®. As interagdes por van der Waals surgem de flutuagdes
temporarias de dipolos induzidos, proporcionando atragdes de curto alcance que auxiliam no
ajuste entre as superficies do paratopo e do epitopo. Essas interagcbes permitem que as
pequenas areas de contato participem da estabilidade do complexo. Junto a isso, as pontes
de hidrogénio, formadas entre grupos doadores e aceitadores de hidrogénio, promovem um
alinhamento especifico entre antigeno e anticorpo, reforcando a afinidade e a seletividade

do reconhecimento molecular.

A equacao 18 apresenta a contribuicdo da energia associada as interagcdes de Van der
Waals modelada pelo potencial de Lennard-Jones, descrevendo a interacdo paratopo-

epitopo®, como é mostrada a seguir:

AGpay = Z 4e;; [(%’) —~ <%’> ] . (18)

i<j
Essa interacao é descrita em termos de atragao (ag- /rg-) que fixa as partes quando estdo em
uma distancia étima e repulsdo (o7’ /r;}*) que age rapidamente quando essa distancia é
reduzida’®. Enquanto as ligagbes de hidrogénio formadas entre o par paratopo-epitopo,

representadas pela equacao

AGyp = —Eq - e—a(rij=10) . [cos (6; — )], (19)

sdo modeladas considerando a energia de estabilizac&o (E,) e a geometria da interagéo, ou

seja, a distancia e o angulo formado entre as biomoléculas''1%2, A contribuigdo radial
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(e‘“(”i‘ro)) controla o quanto a forga de ligagao reduz quando as biomoléculas se afastam,

enquanto o termo angular (cos (6;; — m)) regula a forga das ligagGes em relagédo ao angulo

formado entre paratopo, a molécula de hidrogénio (H) e o epitopo'03.104,

A contribuicdo eletrostatica em sistemas de reconhecimento molecular, como
reconhecimento antigeno-anticorpo, relaciona-se diretamente com a presenga de cargas
elétricas na superficie das moléculas. A presenga de grupos quimicos ionizaveis, como
carboxilas e amina, contribui para o sistema como uma nova distribuicdo de cargas elétricas.
Essa nova distribuicdo cargas gera campos elétricos e altera o potencial eletrostatico global
influenciando a energia livre de ligagdo. As demais interacées nao covalentes contribuem
complementando para o reconhecimento, seletividade, orientagéo e estabilidade molecular.
Em suma, essas contribuigdes moldam individualmente o perfil da energia livre de ligacao,
determinando estabilidade do complexo formado. Esses mecanismos descritos acima
determinam a energia livre para as ligagdes que ocorrem na camada bioativa do sensor,

sendo essas interagdes o que determina as mudangas no IR do revestimento da fibra.

3.8LONG PERIOD GRATING COMO SENSOR

Ja discutimos antes que ao fazer atravessar um feixe de luz pela LPG, uma parte do sinal,
quando passa pela grade, é transmitido para casca e como a luz geralmente ndo pode se
propagar na casca, ela é atenuada e rapidamente perdida para o ambiente’’. Como os
modos se atenuam ao longo da fibra, eles interagem com o ambiente externo, fazendo o
sensor apresentar alta sensibilidade as mudancas no IR. Dessa forma, o uso da LPG como
sensor se da pela variagdo do IR na regido ativa do biossensor que afeta a posicao do

comprimento de onda ressonante, como mostra a equacao:

Ares = (Aneff + An,, + Anfe) - A (2020)

Essa variacédo do IR pode acontecer por diferentes mecanismos como o efeito eletro-6ptico

(An,,) e o efeito fotoelastico (Ang,). Cada um desses efeitos contribui para o deslocamento

do vale ressonante sendo descrito a seguir.

Myes = A - (Ang, + Ang,) (2121)
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O efeito eletro-dptico altera o IR do meio devido a alteragdo no campo elétrico externo'%.
Quando a IL-1B se liga ao anti-IL-18 a mudanga da distribuicdo de cargas elétricas na
superficie é responsavel por alterar o campo elétrico do revestimento do sensor (GO -
anticorpo/antigeno). Esse efeito gera uma alteragdo na estrutura eletrénica da fibra,
ocasionando uma mudanca na velocidade de propagagao da luz e por consequéncia no IR
na regido sensivel do sensor'®. A equagio (2222) apresenta a variagdo do IR pelo efeito
eletro-6ptico, onde n € o IR do material, r é o coeficiente eletro-6ptico e E € o componente
de campo elétrico '%’. Embora a fibra dptica seja imune aos efeitos diretos de carga elétrica,
a redistribuicdo de cargas elétricas associada aos biomarcadores ligados influencia o filme
de GO e demais camadas adjacentes, mudando a resposta oOptica do revestimento do

sensor'08.109,

n’rE (2222)
2

An,, = —

Em interagbes eletrostaticas, grupos carregados negativamente no antigeno atraem os
grupos positivamente carregados no anticorpo. A citocina IL-1B € uma proteina que, como
as demais, possui em sua estrutura aminoacidos com cadeias laterais carregadas. O
equilibrio entre as cargas determina a carga liquida da molécula, descrita pelo seu ponto
isoelétrico (pl). O ponto isoelétrico define a carga liquida de uma cadeia proteica e
corresponde ao valor de pH no qual a molécula apresenta carga liquida nula. Dessa forma,
em valores de pH abaixo do pl, a proteina tende a apresentar carga positiva devido a
protonacéo dos grupos ionizaveis. Ja em valores de pH acima do pl, a proteina passa a ter
carga negativa, em fungdo da desprotonagéo desses grupos''?. No caso da IL-1B diluido em
PBS, a solugao apresenta o pH = 7,4 e o pl situa-se préximo de 6,9 o que indica que a
proteina apresenta carga liquida levemente negativa'''. Essa relagdo apresenta, no geral,
um aumento na densidade eletrénica do revestimento, gerando uma contribuicdo positiva em
An,, deslocando o vale ressonante (equagao 21) para comprimentos de onda maiores
(redshift).

O efeito fotoelastico € a variagdo do IR do devido a efeitos mecéanicos'?. Quando as
moléculas se ligam ao biossensor, mudam a massa superficial que causam micro
deformagdes mecanicas no revestimento sensor. Quando o sensor € submetido a

deformacdes no revestimento, apresenta IRs diferentes dependendo da direcdo de
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polarizagdo da luz''3. Isso ocorre devido a modificagdo na estrutura molecular do material
causado pela deformacéao alterando a velocidade de propagacgao da luz em cada diregdo. A

equagéo 23 apresenta a variagdo do IR pelo efeito fotoelastico (Ang,), onde p € o coeficiente

fotoelastico do material e ¢ é o coeficiente de deformacdo mecanica. As micro deformagdes
causadas pela adicdo de massa no revestimento do sensor levam a mudangas no coeficiente
de deformagdo mecanica'4. Na equagido (23) é possivel notar facilmente a contribuigdo
negativa do Any, deslocando o vale ressonante (equagdo 21) para comprimentos de onda

menores (blueshift)

n-pe

A troca de carga resultante da ligagao antigeno-anticorpo modifica 0 ambiente dielétrico
ao redor da fibra e a massa na camada de revestimento, impactando na posi¢cdo do vale
ressonante. O GO nessa estrutura atua como amplificador dessa resposta éptica devido a
sua alta area superficial, densidade de grupos funcionais e capacidade de concentrar cargas
elétricas transmitindo esses efeitos para os modos de propagacgao da casca e alterando as

condigdes iniciais do espectro de referéncia (GO-Anticorpo-BSA)'"°.

3.9EQUAGAO DE CRESCIMENTO LOGISTICO

A aplicacdo de um modelo matematico que representa um fendmeno biolégico oferece
uma descritiva e preditiva, ao permitir a analise de sistemas vivos e a formulagdao de
hipéteses testaveis. Essa modelagem quantitativa torna-se ainda mais robusta e
especialmente util em contextos de resposta bioldgica, quando integrada ao calculo de
sensibilidade e do LOD. O modelo de crescimento logistico, representado pela equagao
(2424), permite delimitar a sensibilidade minima para um fenédmeno ser medido''®. Nessa
equagao, A,,,, € o valor mais alto de comprimento de onda, A,,;, € o valor mais baixo de
comprimento de onda, C concentracao do analito, Co é a concentragao caracteristicae p é o
coeficiente de cooperatividade, modelado pela interacdo entre os individuos e controla a

inclinacdo da curva. O coeficiente de cooperatividade ajusta a forma da curva de
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crescimento, indicando se os individuos da populagéo crescem de forma independente (p =
1), de modo cooperativo (p > 1) ou se competem entre si (p < 1). Em termos fisicos, ele
representa como as interagdes entre os individuos influenciam a taxa de crescimento da
curva''’. As curvas modeladas por essa equagio geralmente apresentam crescimento inicial
acelerado, seguido de uma desaceleracao e, por fim, de um platd de estabilizagdo. No
contexto deste trabalho, o modelo foi aplicado com o objetivo de descrever o comportamento
das ligagbes que ocorrem na construgdo do biossensor (GO-Anticorpo e GO-BSA) ou na

etapa de testes (Anticorpo-Antigeno) que serao descritos na proxima sessao

_ Amax = Anin
AC) = Amin + w- (2424)
Co

Esse tipo de modelagem permite averiguar a adequacéo do experimento por meio do
coeficiente de determinagdo (equacdo 25(2525)) onde A, s&o os valores preditos pelo modelo
logistico, 1 é a média dos valores observados e 4; séo os valores medidos de comprimento
de onda. Esse coeficiente serve como um indicativo da capacidade do modelo de descrever
a relacao entre as variaveis em sistemas bioldgicos. Os valores proximos de 1 indicam que
o modelo representa bem os dados observados, sugerindo uma correlagao consistente entre
as variaveis analisadas. Em sistemas bioldgicos onde existe variabilidade, a confiabilidade

do modelo é reforgada por esse tipo de analise

(-7
?:1()% - ’1)

R?=1 (2525)

Dessa forma a sensibilidade do biossensor € definida como a taxa de variagao da
resposta em relagdo a concentracdo do analito, podendo ser determinada pela derivada da
fungao logistica no ponto de inflexao C, (equagao (2626). Nesse ponto, a curva apresenta
sua maior inclinagdo, o que corresponde a maxima capacidade do sensor em detectar

pequenas variagdes na concentragao’'®

dA(C Amax - Amin )
5= <_( )> _ )P (2626)
c=C

dcC 4. C,

=%to
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Utilizando a sensibilidade, pode-se calcular o LOD (equagao (2727), conforme
amplamente descrito na literatura, sendo trés vezes o desvio padrdo da menor medida
dividido pela sensibilidade®® 119, Apds o tratamento, os dados foram ajustados conforme a
equacdo de crescimento logistico, considerada mais adequada para descrever o

comportamento em sistemas biolégicos

LoD = Z—min (2727)
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1CARACTERIZAGAO

4.1.1 Microscopia Eletrénica de Varredura

A analise por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) foi empregada para caracterizar
a morfologia da superficie do revestimento da LPG e confirmar a adesao do GO, bem como
a subsequente conjugacgao das biomoléculas a superficie da fibra. As imagens apresentadas
na Figura 14, foram utilizadas para comparar a superficie do sensor LPG em cada etapa de
revestimento. A imagem da Figura 14.a apresenta a superficie da fibra déptica antes do
revestimento ser adicionado mostrando apenas a superficie vitrea e lisa da parte decapada
da fibra onde foi gravado a LPG. A Figura 14.b mostra a morfologia da superficie da fibra
ap6s o revestimento com GO, evidenciando uma superficie de estrutura lamelar, com
aparéncia rugosa e irregular. Em contraste, a Figura 14.c revela a presenca de estruturas
granulares e aglomerados apds a conjugagcdo com biomoléculas, sugerindo a adsorgéo e
fixacdo efetiva dos compostos proteicos, como a IL-13 e o BSA. Essas alteragdes
morfoldgicas visiveis confirmam a ocorréncia de modificagdes estruturais na superficie
atribuidas a interagcdo entre o GO e as biomoléculas depositadas. A Figura 14.d, com
aumento de 10000 vezes, destaca em maior detalhe a textura e a rugosidade resultantes da

biofuncionalizagdo mostrando uma superficie amorfa com algumas granulagdes locais.
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Figura 14 — (a) MEV do sensor de LPG sem revestimento (b) MEV do sensor de LPG
revestido com GO (c) Imagem de MEV do sensor apds a conjugagao com biomoléculas (d)

Imagem com aumento de 10000x da superficie do biossensor.

Fonte: O Autor.

4.1.2 Espectroscopia Raman

Como mencionado anteriormente, a espectroscopia Raman é amplamente utilizada para
a caracterizagdo quimica e estrutural de materiais. Em particular, apresenta elevada
sensibilidade as vibragbes da ligagao C—-C, o que a torna especialmente adequada para o
estudo de materiais a base de carbono, como o GO'?°, Esses materiais exibem espectros
caracteristicos compostos principalmente por trés bandas: a banda D (~1350 cm™),
associada a defeitos estruturais e desordem na rede de carbono; a banda G (~1580 cm™),
correspondente ao modo vibracional dos atomos de carbono com hibridizag&o sp?; e a banda

2D (~2700 cm™), resultante de um processo de segunda ordem envolvendo dois fénons da



53

banda D'?'. A andlise dessas bandas permite avaliar a ordem estrutural, a densidade de

defeitos e o grau de empilhamento das camadas grafiticas. Além disso, podemos usar a

~ . . . . 1 . .
razao da intensidade relativa entre as bandas D e G, conhecida como (I—D) como um indicador
G

do grau de desordem estrutural das amostras'?2.

O espectro Raman do dispositivo foi analisado em duas etapas de funcionalizagao da
fibra. Na primeira etapa com a deposi¢dao de APTES/GO e na segunda, apds a conjugagao
com IL-1B. A Figura 15 apresenta o espectro Raman tipico do GO, no qual se observam
claramente as bandas caracteristicas D (~1345 cm™), G (~1555 cm™), 2D (~2690 cm™),
D+G (~2895 cm™) e D+D' (~3160 cm™). A presencga simultanea das bandas D e G confirma
a natureza grafitica oxidada do material. As bandas 2D, D+G e D+D’, de segunda ordem,
resultam de processos de dispersdo envolvendo multiplos fénons e fornecem informacoes
adicionais sobre o empilhamento e a integridade estrutural das camadas grafiticas. A posig¢ao
e baixa intensidade da banda 2D indica que o GO utilizado neste trabalho apresenta poucas
camadas, evidenciando que os métodos de Hummers modificados foram eficazes em

promover um alto grau de oxidagao e esfoliagdo do material’?3-125,

Figura 15 - Espectros Raman do GO rico em carbonila e do biossensor. Todos os
espectros foram medidos a temperatura ambiente usando um laser de 532 nm com poténcia
de 5 mW.
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4.2RESULTADOS DO SENSOR

4.2.1 Analise da construgao do sensor

Neste topico sera explorado o comportamento do sensor durante a deposi¢céo da camada
biofuncional. Durante a construcao do biossensor foram monitoradas as etapas de incubagéao
do anti-IL-1(3 sobre a estrutura do GO utilizando a ligagado cruzada EDC/NHS e incubagao no
BSA que, como ja foi dito, tem por finalidade bloquear todos os sitios ativos do GO que néo
foram ocupados com anti-IL-13. Como descrito na seg¢ao experimental, os anticorpos e
antigenos usados foram o human anti-IL-13 € o human IL-1 distribuido pela BD biosciences.
Nesta etapa de deposicdo do anti-IL-1B e do BSA, o sensor foi alojado em uma capsula
microfluidica (Figura 12), para a manipulacéo de fluidos por meio de microcanais, garantindo
um controle preciso e estabilidade durante o monitoramento do vale ressonante. No entanto,
€ preciso ressaltar que a concentragao do anti-IL-1B ndo é conhecida. Foi feito contato com
o fornecedor, mas a empresa responsavel pelos testes ELISA mantém essa informagao em
sigilo. Outro ponto importante de ser registrado é que para poder comparar nossos resultados
com os resultados do kit padrao feito para o teste ELISA, seguimos os mesmos protocolos
de tempo para a ancoragem do anticorpo no biossensor previsto no teste adquiridos. Com
isso, podemos comparar a sensibilidade do nosso sensor com a sensibilidade tipica prevista
para o teste ELISA. No mercado existem varios Kits para esses testes e a depender do Kit o
tempo de ancoragem do anticorpo pode variar de 1h a 2h. Neste trabalho, usamos a janela
de 1 hora e 40 minutos na etapa de incubagdo com o anticorpo (anti-IL-18) conforme

instrucao do fornecedor do kit adquirido.

Como discutido nas seg¢des 3.7 e 3.8, a mudancga no indice de refracdo e o consequente
deslocamento do vale ressonante se deve a soma de alguns efeitos. Vimos que alguns dos
principais efeitos tem como origem o aumento de massa pela deposicdo de material a
superficie da fibra, o aumento e da espessura da camada biofuncional, assim como a

mudancga no campo local decorrente das interacdes moleculares.

A Figura 16 mostra o grafico de deslocamento espectral do vale ressonante em fungéo
do tempo de ancoragem do anti-IL-1p. Esse grafico apresenta, em azul, a posi¢cao do vale
ressonante registrado a cada 1,5 segundos. Nessa fase, observa-se um deslocamento de
aproximadamente 1,5 nm como resultado da imobilizacdo do anti-IL-1B ao GO. A curva em

vermelho representa o ajuste de crescimento logistico®®, onde pode-se notar uma boa
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adequacgado ao modelo, representado pelo coeficiente de determinagéo (R?) proximo de 1.
Como discutido na sessao 3.9, o ajuste de crescimento logistico € um modelo descritivo que
busca representar um fendmeno biolégico. A boa concordancia entre o modelo e os
resultados experimentais indicam que as variaveis da equagao sao representadas de forma

satisfatoria pelos dados extraidos.

De acordo com a equacéao 22, discutida anteriormente, a variagao do IR pelo efeito eletro-
optico (4n.,), dado pela redistribuicdo de cargas elétricas associada aos biomarcadores
ligados influencia o filme de GO e demais camadas adjacentes, mudando a resposta 6ptica
do revestimento do sensor'%8109.126 Essg relagdo apresenta, no geral, um aumento na
densidade eletrdbnica do revestimento, gerando uma contribuicdo positiva em
4n,,, deslocando o vale ressonante (equacdo 21) para comprimentos de onda maiores.
Logo, analisando o grafico da Figura 16, concluimos que durante essa janela de tempo
analisada, a contribuicdo na mudanga do IR se da predominantemente pelo efeito eletro-
optico (4n,,) devido a nova distribuigdo cargas e consequentemente nova redistribuicdo de
campos elétricos, que altera o potencial eletrostatico global influenciando na energia livre de

ligacao.

Também vimos que quando o sensor € submetido a deformagdes no revestimento, ele
apresenta IRs diferentes dependendo da direg&o de polarizacao da luz''3. Isso ocorre devido
a modificac&do na estrutura molecular do material causado pela deformacao na superficie do
revestimento do biossensor devido a adicao de massa molecular. Essa deformagao tende a
alterar a velocidade de propagacao da luz em cada direcdo. A equacao 23 apresenta a
variagéo do IR pelo efeito fotoelastico (4ns.). Na equagéo 23 é possivel notar a contribuigdo
negativa do 4ng, no deslocando o vale ressonante (equagéo 21) para comprimentos de onda
menores (blueshift). Observando a Figura 16, nota-se que, ao longo do tempo, conforme
mais ligagdes ocorrem, ha uma tendéncia de estabilizagdo da curva. Essa estabilizagao esta
relacionada a disponibilidade limitada de sitios de ligagdo, bem como a adigdo de massa na

superficie do sensor, que contribui para o aumento de 4ng,.
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Figura 16 - Grafico de comprimento de onda dos vales ressonantes em funcéo do tempo
para a incubagdo no anti-IL-18, mostrando deslocamento do vale ressonante para

comprimentos de onda maiores.
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Figura 17 mostra uma extrapolacdo do ajuste de crescimento logistico para tempos

superiores ao tempo de 1 hora e 40 minutos indicado para kit ELISA. Ao aplicar uma derivada
numérica aproximada (dY/dX) usando os proprios pontos da curva, observa-se que, de
acordo com o modelo logistico os sitios livres do GO seriam totalmente preenchidos apdés
aproximadamente 2 horas e 47 minutos (= 10000 segundos). A partir desse ponto, os valores
de comprimento de onda variam de 1546,57 nm para 1546,70 nm ao longo de dezenas de
milhares de pontos, o que é insignificante perto da escala inicial. Esse valor poderia ser
alterado caso adotemos uma tolerancia mais ou menos rigorosa. Caso consideremos
pequenas variagdes, algo préximo de 0,13 nm (=1546,57 nm para 1546,70 nm) como
‘constante”, o platd pode ser considerado proximo de 1 hora de incubagdo. No entanto, a
analise mais relevante talvez esteja nesse intervalo, mostrando que ainda existe a tendéncia
(curva extrapolada) de deslocamento do vale ressonante para maiores comprimentos de
onda. Isso indica que a massa de anticorpos depositada nado afeta mecanicamente o
suficiente o sistema para superar as interagdes eletrostaticas, causando assim, uma variagao

do IR pelo efeito eletro-6ptico mais intensa que pelo efeito fotoelastico’2.
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Como dito acima, foi seguido rigorosamente o protocolo do kit EL/SA. Devido ao custo
desses kits e a quantidade disponivel, ndo foi possivel realizar mais experimentos para
verificar se a concentracdo de anticorpos vendida no kit seria suficiente para seguir
ancorando ao GO seguindo a linha extrapolada do crescimento logistico. Porém pela tabela
de dados reais, os anticorpos atingem o maximo valor de 1546,29 nm, embora se
considerarmos o valor do platdé da curva logistica como 0 maximo valor de deslocamento que
poderiamos obter se deixassemos o liquido do kit agindo por 2 h e 47 min, o deslocamento
chegaria em 1546,57 nm. Ou seja, podemos concluir que em 1 h e 40min a reagao aconteceu
quase que completamente, uma diferengca de apenas 0,018% para a maxima incubacao

tedrica prevista pela curva extrapolada de crescimento logistica.

Figura 17 - Grafico de extrapolacédo de ajuste de crescimento logistico de Comprimento
de onda dos vales ressonantes em funcéo do tempo para a incubacéo no anti-IL-1 indicando

a tendéncia de estabilizagao das interagdes na construcao do biossensor.
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O BSA seguiu o mesmo protocolo previsto para o teste ELISA para o bloqueio dos sitios
ativos do GO. Para isso, preparou-se uma solugao de 1% de BSA em PBS (0,01g/ml). Antes

de cada etapa do preparo da camada biofuncional, assim como da etapa de testes, é
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realizada uma limpeza trés vezes com um fluxo de PBS. Esse processo ¢ feito para retirar

as moléculas néo ligadas.

Na Figura 18, observa-se o deslocamento do vale ressonante em fungéao do tempo, obtido
durante a incubagcdo com o BSA. Essa etapa nao apresenta nenhum deslocamento
significativo nos primeiros 400 segundos. Isso pode estar relacionado a uma cinética de
ligacao intrinsicamente mais lenta do BSA com os sitios ainda livres do GO, e/ou ao fato de
que muitos dos sitios ativos do GO ja estdo ligados com o anticorpo. Mesmo assim, é
possivel ver que ao final de um mesmo periodo de 1600 segundos do protocolo seguido, o
deslocamento do vale ressonante foi um pouco mais intenso, de aproximadamente de 1,86
nm se comparado com a variagdo promovida pela ligagdo dos anticorpos. Aqui novamente,
concluimos que durante essa janela de tempo analisada, a contribuicdo na mudancga do IR
€ regida pelo efeito eletro-optico (4n,,) devido a nova distribuicdo cargas das ligacoes
quimicas do BSA que consequentemente alteram o potencial eletrostatico global
influenciando na energia livre de ligacdo. Da mesma forma, ndo é possivel identificar
nenhuma alteragdo mecanica suficiente no sistema para causar uma variagdo do IR pelo

efeito fotoelastico'27.128,
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Figura 18 - Grafico de Comprimento de onda dos vales ressonantes em fungéo do tempo
para a incubacao no BSA indicando o deslocamento do vale ressonante para comprimentos

de onda maiores.
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Fazendo novamente a extrapolagao da curva de crescimento logistico (Figura 19), vemos
que seria desejavel deixar um tempo ligeiramente maior (até aproximadamente 2500 s) para
garantir saturagao dos sitios do GO. Novamente o tempo aqui neste teste foi interrompido

para se manter coeréncia com os protocolos comerciais.
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Figura 19 - Grafico de Comprimento de onda dos vales ressonantes em fungao do tempo
para a incubacdo no BSA indicando a tendéncia de estabilizagdo das interagcées na

construcao do biossensor.
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Apo6s o bloqueio dos sitios ativos do biossensor com BSA, o sistema encontra-se
preparado para a etapa de deteccao da citocina IL-1B3. O bloqueio € uma etapa essencial,
pois evita que proteinas ou biomoléculas ndo especificas se adsorvam diretamente sobre a
superficie do GO, reduzindo ruidos de fundo e garantindo maior seletividade na deteccao.
Durante a etapa de detecgao, a interacao IL-1B — anti-IL-1B ocorre predominantemente por
interacdes eletrostaticas e de reconhecimento molecular. Essas interacbes promovem o
aumento de massa, alteracdo mecanica da camada biofuncional e alteracdo na densidade
de cargas, que altera o indice de refragéo efetivo (4n.,) da camada sensora, resultando em
um deslocamento do vale ressonante para comprimentos de onda maiores ou menores,

como resultado da prevaléncia de um ou outro efeito, conforme discutido anteriormente.
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4.2.2 Analise das ligagoes especificas dos antigenos ao biossensor em operagao

Essa sec¢ao vai explorar os resultados de operacéo do biossensor, comparando cada um
dos diferentes pontos de concentragdo do analito. Os testes de funcionamento do sensor
foram realizados incubando-o em diferentes concentragcdes do analito. Foram testados cinco
pontos consecutivos para as seguintes concentragdes de IL-18 de 31,3, 62,5, 125, 250 e 500
pg/mL, concentragdes essas retiradas do protocolo usado para o teste ELISA. Porém, antes
de iniciar os testes nessas concentragdes, foi preciso determinar qual a janela de tempo
deixariamos para a ligagao entre antigeno e anticorpo. Esse tempo foi determinado com base
no seguinte experimento: monitoramos a variagdo do comprimento de onda ressonante ao
longo do tempo, apds a exposi¢cao do biossensor a 500 pg/mL do analito IL-1B, Figura 20.
Escolhemos a maior concentragdo justamente porque essa sera a ultima e a maior
concentracdo testada. Isso nos permitiu manter o sensor incubado em um intervalo de tempo
maior para garantir que, nesse periodo, mais antigenos se liguem aos anticorpos. Ou seja,
ao esperar um tempo suficientemente grande para saturar as ligagdes antigeno-anticorpo
para a maior concentracado, esse mesmo tempo sera mais que suficiente para garantir essas
ligagbes quando em concentragdes menores. Além disso, usando neste teste a maior
concentracdo, também foi possivel determinar de antem&o qual o maior deslocamento do
vale ressonante dentre todas as concentragdes. Apos cada etapa é realizada uma lavagem
com PBS, para garantir a remog¢ao das biomoléculas nao ligadas, e em seguida incubado a

concentragcao seguinte.

Assim, para esse primeiro teste (Figura 20), foi feito o monitoramento continuo do vale
ressonante até determinar o tempo necessario para a resposta espectral estabilizar,
indicando o fim da fase de interacdo entre o antigeno e os anticorpos previamente
imobilizados. Observamos neste teste que logo nos primeiros minutos de incubagdo®?, ocorre
uma mudanga acentuada no comprimento de onda ressonante, indicando uma rapida
interacdo de afinidade entre as biomoléculas (anticorpo—antigeno). Esse comportamento
caracteriza um sistema responsivo e adequado para aplicagdes em monitoramentos, em que
respostas rapidas sao desejaveis. O Grafico de poténcia em fungdo do comprimento de onda
apresenta 8 curvas caracteristicas desse sensor. Cada uma dessas curvas refere-se a um
instante de incubacgao do dispositivo no IL-1B. Nota-se nesse teste que existe uma variacao
da posigao do vale ressonante, indicando a operacédo do sensor. No inset da Figura 20,

observa-se de forma mais clara a mudanga do vale ao longo do tempo, entre o primeiro
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minuto, curva preta para os minutos seguintes, curvas coloridas. Observamos um
deslocamento quase continuo do vale para comprimentos de onda menores. Nota-se que a
curva referente ao minuto 2 (curva vermelha) esta ainda praticamente sobre a curva do
minuto zero (preta) mostrando uma laténcia para o inicio das reagdes. No entanto, observado
o comportamento das curvas seguintes, vemos que apos 5 min o vale ressonante parou de
variar, indicando o fim das reagdes antigeno-anticorpo. Esse sera entdo o tempo maximo
que sera usado para todas as concentracbes mencionadas acima. Esse experimento foi
realizado com o intuito de se determinar a janela maxima necessaria para as reagdes de

ligagcao entre antigeno-anticorpo.

Conforme ja discutimos antes, a contribuicdo negativa do efeito fotoelastico (4ng,)

desloca o vale ressonante (equagado 21) para comprimentos de onda menores. Isso é
justamente o que acontece neste caso para essa massa de 500 pg/mL, indicando que apds
o término de ligagdo dos antigenos nessa concentracdo, a componente fotoelastica é

dominante ao final do processo.

Figura 20 — Grafico de poténcia em fungdo do comprimento de onda para incubacao de

500 pg/mL do antigeno ao longo de 8 minutos.
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A Figura 21 mostra a posi¢ao dos vales ressonantes em relagdo ao comprimento de onda
para cada concentracdo testada. E possivel notar facilmente que para as trés concentragdes

mais baixas (31,3, 62,5, 125 pg/mL), o biossensor realiza a detecgdo, ou seja, ha uma
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mudanca no IR, que consequentemente leva a uma mudanga na posi¢cao do vale ressonante
com relagao ao vale de referéncia (fibra com apenas GO/Anticorpo/BSA). Entretanto, nao é
possivel diferenciar significativamente a variagdo na posicdo entre essas trés primeiras
concentragdes. Para as concentragdes seguintes vé-se deslocamentos maiores para
comprimentos de onda menores. No entanto, a diferenga entre as intensidades de
deslocamento medidas do IL-1B neste primeiro teste demonstrou a eficiéncia da

funcionalizagéo e da seletividade do sensor para as ligagdes especificas (anti-IL-1p - IL-11).

Figura 21 - Grafico de Comprimento de onda dos vales ressonantes em fungédo do tempo

para as diferentes concentragdes do anti-IL-13, durante o processo de interagao ligante.
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A Figura 22 apresenta um grafico médio dos pontos coletados durante a janela de 5 min,
que mostra a variagdo da poténcia em funcdo do comprimento de onda dos espectros de
transmissao do biossensor para as diferentes concentragdes de IL-13. A curva preta, cujo
vale ressonante esta centrado em 1538,40 nm, € nossa referéncia (GO/Anticorpo/BSA) e
esta identificada como ponto zero, ou seja, indica a posi¢ao do vale imediatamente antes de
se injetar o fluido com a primeira concentragdo de antigeno na camara microfluidica. As
curvas coloridas mostram o deslocamento da posigdo do vale ressonante devido a ligagao
entre anti-IL-1p e IL-1B para as varias concentragdes utilizadas neste estudo. Para as trés
primeiras concentracbes, observamos o0 deslocamento do vale ressonante para
comprimentos de onda mais altos, em torno de 1548,00 nm. Esse redshift decorre da ligagao
antigeno-anticorpo, que promove transferéncia de elétrons para o GO. Como discutido na
sessao 3.7, essa transferéncia aumenta a densidade eletrénica alterando o IR efetivo da
camada, resultando no deslocamento do espectro’?®-'3!. Novamente, uma contribuigdo na

mudancga do IR que acontece majoritariamente pelo efeito eletro-6ptico (4n,,) devido a nova
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distribuicdo cargas que, consequentemente alteram o potencial eletrostatico global
influenciando na energia livre de ligacdo. A medida que a concentragdo do IL-1B aumenta,
nota-se um deslocamento para comprimentos de onda menores. Atribuimos esse
comportamento a adicdo de massa molecular na superficie da fibra e a reorganizacao da
camada superficial apos as ligagdes, alterando o IR efetivo do modo de propagagao®'-32. O
comportamento observado sugere que, apds a ligagao inicial e o aumento da densidade
eletrénica, a adicdo de maior quantidade de massa molecular sobre a superficie leva a uma
reorganizagao estrutural da camada superficial. Essa reorganizagdo pode modificar como a
luz interage com a superficie da fibra, alterando o IR efetivo na regido sensivel do sensor, ou

seja, uma variagéo do IR pela contribuigdo mais acentuada do efeito fotoelastico (4ng,).

Figura 22 - Grafico de Poténcia em fungdo do Comprimento de onda para diferentes

concentracdes do analito.
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Na Figura 23, é apresentado o grafico do deslocamento em fungdo da concentracao de
IL-1B. Os pontos pretos com barras de erro representam as médias experimentais e a sua
variagdo. O ponto inicial (1548,93 nm) de um regime de baixa concentragdo, referente a
primeira concentragao (31,3 pg/mL) de antigeno. Novamente, fica facil observar por esse
grafico e pela variagcdo das barras de erro, que o sensor, apesar de deslocar o vale

ressonante para maiores comprimentos de onda com relacéo a referéncia, nao € capaz de
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distinguir as trés primeiras concentracbées. Para 250 pg/mL, no entanto, o biossensor
apresentou uma taxa de variagao de comprimento de onda de 0,5 nm, demonstrando maior
sensibilidade para deteccdo de IL-1B. O ponto final (500 pg/mL) apresenta um maior
deslocamento (~1,5 nm) o que mostra que de fato para a maior concentragdo do IL-1f3
fornece uma quantidade muito maior de ligagdes, produzindo mudangas significativas no
sinal optico. O ajuste logistico (linha vermelha) apresenta um alto coeficiente de
determinacdo (R2 = 0,98827) o qual € um indicativo de que o modelo € adequado para

descrever a relagéo entre as variaveis desse sistema.

Figura 23 - Grafico de dispersdo com distribuicdo estatistica e modelo de regressao

logistica dos vales ressonantes.
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A partir dos parametros obtidos no ajuste de crescimento logistico, é possivel calcular a
sensibilidade e o limite de deteccdo (LOD) desse sensor e posteriormente comparar seu
desempenho com outros biossensores da literatura. Para calcular a sensibilidade (equagao
26), usamos A, = 1549,10 £ 0,05 nm e A,,;, = 1547,42 £+ 0,05 nm, e os parametros obtido
pelo ajuste p = 5,22 e C, = 335,43 pg/mL. A sensibilidade encontrada de S = 6,51 - 1073 (m -
1)/ g, esse valor sera usado para encontrar o LOD. Aplicando os valores encontrados, na
equagéo 27 e usando g,,;, = 0,05 nm, encontramos o LOD = 21,45 pg/ml. Os valores da
posicao especifica de cada vale, seu deslocamento em relacédo ao zero e o LOD podem ser
encontrados na Tabela 2Tabela 2 - Variagdo do comprimento de onda ressonante (A) e

deslocamento espectral (AA) para diferentes concentragdes de IL-1(3.
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Tabela 2 - Variagdo do comprimento de onda ressonante (A) e deslocamento espectral

(AA) para diferentes concentragdes de IL-1[3.

Concentragao (pg/mL) Comprimento de onda (nm)  AA (nm)

0 1538,40 + 0,05 0
31,3 1548,93 + 0,05 9,67 +0,07
62,5 1549,10 + 0,05 9,84 + 0,07

125 1548,99 + 0,05 9,73 £ 0,07
250 1548,69 + 0,05 9,43 + 0,07
500 1547,42 + 0,05 8,16 + 0,07

4.2.3 Analise de reutilizagao

Fizemos um teste baseados em alguns estudos na literatura que visam demonstrar na
pratica a viabilidade de reutilizagdo do biossensor para duas ou mais medigbes®6-%0. Para
isso, apo6s a primeira utilizagdo do biossensor é feita uma lavagem da superficie
funcionalizada com antigenos com uma solucéo de 0,01 M de acido cloridrico (HCL) por 10
minutos®®. A aplicagdo dessa solugdo de HCL, consegue alterar as interagbes quimicas
fundamentais envolvidas na imobilizacdo das biomoléculas, removendo assim os compostos
ligados'°"133, Dentre os compostos, o acoplamento antigeno-anticorpo é mantido por forgas
nao covalentes como ligagdes ibnicas e de hidrogénio, sendo assim interagdes reversiveis e
sensiveis a mudangas no pH do ambiente'3*. Esse tratamento com HCL leva a ionizagdo
acida dos grupos carboxila no GO (COO -), convertendo-os em acido carboxilico (COOH), o
que reduz as cargas negativas na superficie funcionalizada. Essa redugdo de cargas
negativas altera a contribuicdo eletrostatica (equagdo 16) e o excesso de ions H* altera as
ligagdes de hidrogénio (equagao 19) desestabilizando o vinculo entre paratopo e epitopo
reduzindo a sua contribuicdo para a energia de ligagdo. A aplicacdo dessa solugdo de HCL
também tera impacto nas ligagbes do BSA com o GO. O BSA interage com o GO

principalmente por meio de interagdes de empilhamento dos grupos aromaticos de
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aminoacidos da proteina com os dominios grafiticos e interagdes eletrostaticas entre os

grupos oxigenados do GO'27:135,

Em seguida, o sensor foi lavado com PBS para remover todos os compostos nao ligados
a superficie do GO. A literatura sugere que, nesse processo de lavagem com HCL, nao
apenas a ligacdo antigeno-anticorpo é quebrada, mas também a ligagdo anticorpo-GO,
quando estas sdo suportadas por adsorgo fisica ou pontes eletrostaticas'36. Sendo assim,
nesse processo de reutilizagao, o biossensor pode perder parcialmente a concentragéo de
anticorpos aderidos a superficie. Por isso, boa parte da literatura recomenda uma nova
deposigao de anticorpo na superficie, seguindo 0 mesmo protocolo da primeira utilizagéo que
inclui um novo bloqueio com BSA de modo a restaurar a estrutura proposta para o sensor,
ou seja, LPG/GO/Anti-IL1B/BSA.

ApoOs essa recomposig¢ao da superficie do sensor, foi feito novo teste de detecgao do
antigeno IL-13. Assim como no primeiro teste, o sensor foi incubado em diferentes
concentracdes do analito, em que cada processo de incubagao teve duragdo de 5 minutos,
mantendo o protocolo do primeiro teste. Novamente foram incubadas sequencialmente as
mesmas 5 concentragdes do IL-1B, com lavagens com PBS nos intervalos e foi monitorado
o vale ressonante ao longo do tempo. A lavagem com PBS entre cada processo é feita para

remover o IL-1B nao ligado, e em seguida incubado na concentragédo seguinte.

A
Figura 24 mostra os deslocamentos dos vales ressonantes em relagdo ao comprimento

de onda para cada concentracdo. E possivel notar que diferentemente do primeiro teste
realizado (Figura 21), foi possivel detectar e diferenciar a presencga de antigeno também para
as trés concentragdes mais baixas (31,3, 62,5, 125 pg/mL). O biossensor realizou a
deteccao, ou seja, houve uma mudancga no IR, que consequentemente leva a uma mudanga
na posi¢ao do vale ressonante com relagao ao vale de referéncia (GO/Anticorpo/BSA). Neste
segundo teste é possivel distinguir uma variacao significativa na posigao do vale para todas
as concentragbes do IL-1B. Este resultado € um indicativo de que durante a lavagem do
sensor com HCL existe uma remoc¢ao apenas parcial de anticorpos da superficie do GO. E
com uma nova deposicao de anticorpos na regiao ativa, € muito provavel que o sensor tenha
ficado com uma quantidade de sitios ativos de anticorpos maior do que no primeiro teste, ou
seja, aumentou o numero de sitios de ligacdo anticorpo-antigeno. Isso explica a grande
melhoria na eficiéncia da funcionalizagdo e da detecgdo do sensor para as ligagbes

especificas (anti-IL-18 - IL-1B). Nesse grafico o deslocamento do vale ressonante é
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representado pelos circulos. Os dados evidenciam deslocamentos para comprimentos de

onda menores pelo efeito fotoelastico.

Figura 24 - Grafico de Comprimento de onda dos vales ressonantes em fungao do tempo
para as diferentes concentra¢des do anti-IL-1(3, durante o processo de interagéo ligante apos

a regeneracao.
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A Figura 25 mostra o grafico de poténcia em fungcdo do comprimento de onda do
biossensor apds a regeneracao. Observa-se que o comprimento de onda referente ao zero
(curva preta) esta centrado em torno de 1538,74 nm, indicando a condi¢éo de referéncia do
biossensor com os sitios remanescentes do GO bloqueados por BSA. Vale lembrar que a
posicao de referéncia no primeiro teste foi de 1538,40 nm, uma pequena diferenca entre
essas posicoes de referéncia de aproximadamente 0,35 nm. Se lembrarmos que a ultima
posicao do vale ressonante no primeiro teste estava em 1547,42 nm depois da adicéo
concentragdo de 500 pg/mL, podemos dizer de forma geral que a limpeza com HCL
realmente remove boa parte dos elementos previamente ligados. E apds a nova deposi¢cao
de anticorpos e BSA a posicao do vale retornou para valor muito préximo a referéncia do
primeiro teste. Por outro lado, essa diferenga entre as duas referéncias, corrobora com nossa

discussao de que a limpeza nao remove completamente os anticorpos previamente ligados



69

e ao se fazer nova deposig¢ao de anticorpos a quantidade final de sitios disponiveis &€ maior,

o que pode justificar a diferenga de posicéao do vale de referéncia.

Figura 25 - Grafico de Poténcia em funcdo do Comprimento de onda para diferentes

concentragdes do analito durante a reutilizagéo.
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Assim como visto no primeiro teste, as curvas que correspondem as concentragcoes do
analito demonstraram um redshift, resultado das interagcdes pelo efeito eletro-6ptico com
relacado ao primeiro ponto, indicando uma rapida interacao de afinidade entre as biomoléculas
(anticorpo — antigeno). Para a primeira concentragao o vale ressonante foi para 1597,56 nm,
com uma variacao de 58,82 nm em relacio a referéncia. A partir das demais concentragdes
a curva continua a se deslocar sistematicamente para comprimentos de onda menores, cujo
comportamento € semelhante ao do primeiro teste. A Semelhanca entre os resultados
corrobora com a explicagdo de que existem dois regimes de detec¢cdo dos antigenos pelo
biossensor, que ocorrem devido a soma das contribuicdes dos efeitos eletro-Optico e
fotoelastico. Esse deslocamento pelo efeito fotoelastico (blueshift) ocorre devido a maior
disponibilidade de sitios de ligagao e a adicdo de massa molecular que se prende a superficie
do biossensor e passa a ter maior contribuicdo que a intensidade das interagdes
eletrostaticas (equacgéao 16). Pode ser visto mais claramente no zoom deste grafico da Figura

26, o deslocamento da curva mencionado acima.
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Figura 26 - Grafico de Poténcia em fungdo do Comprimento de onda para diferentes

concentracées do analito durante a reutilizacio.
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A resposta espectral pode ser observada na Figura 27, que relaciona a posigao do vale
com a respectiva concentragao de IL-1B. A sensibilidade foi calculada usando a equacéo 26,
com os seguintes parametros, A,,,,=1597,56 + 0,05 nm, 1,,;,=1592,94 + 0,05 nm, p=1,49 e
C,=78,66 pg/mL. A sensibilidade S =21,93-1073 (m-1)/g, foi aplicada na equagéo 27 e
usando g,,;,=0,04653 nm, encontramos o0 LOD=6,37 pg/ml. Os valores da posi¢ao especifica
de cada vale, seu deslocamento em relagcdo ao zero e o LOD podem ser encontrados na
Tabela 3.

Em resumo, vimos que a lavagem com HCI faz romper ligacdes nao covalentes,
favorecendo a dissociacdo entre IL-1B e anti-IL-1B e entre BSA e GO. Porém, com a
aplicagao de uma nova deposigao de anticorpos e BSA ao sistema, o teste de regeneragao
apresentou desempenho superior ao primeiro ensaio, devido muito provavelmente a um
maior numero de sitios ligantes disponiveis para o IL-13. Observou-se um aumento de
aproximadamente trés vezes na sensibilidade do biossensor e na consequente reducéo de
trés vezes no LOD. Esse efeito foi atribuido a dois processos eficazes: a limpeza com HCL

e a regeneracao com deposicdo de mais anticorpos.
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Por fim, cabe destacar que, no presente estudo, ndo foi possivel realizar lavagens
subsequentes com HCI nem novas etapas de regeneragao com deposi¢coes adicionais de
anticorpos e BSA, de modo a avaliar o limite maximo de ciclos de reutilizagdo do biossensor.
Essa limitacao deve-se a elevada fragilidade da fibra optica, sobretudo na regido decapada,
desprovida de protegdo mecanica, que acabou se rompendo durante os procedimentos. Para
a verificacao da viabilidade de trés ou mais ciclos de deposigao, seria necessaria a fabricagao
de novas LPGs, além da aquisi¢do de reagentes bioldgicos adicionais para a preparacao de
novos sensores, 0 que nao pdde ser viabilizado no ambito deste trabalho. Ressalta-se,
entretanto, que a equipe responsavel pretende retomar essa analise em etapas futuras do

projeto.

Figura 27 — Grafico de dispersdo com distribuicdo estatistica e modelo de regresséo

logistica dos vales ressonantes.
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O ajuste de crescimento logistico (linha vermelha) aplicado aos dados da Figura 27,
apresenta um alto coeficiente de determinagéao (R2 = 0,99) corroborando novamente que o
modelo é adequado para descrever a relacdo entre as variaveis desse sistema. Estes
resultados juntos indicam que o biossensor baseado em LPG funcionalizada com GO
apresenta alta sensibilidade, comportamento previsivel e estabilidade espectral, podendo

detectar baixissimas concentragdes.
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Tabela 3 - Variagdo do comprimento de onda ressonante (A) e deslocamento espectral

(AA) para diferentes concentragdes de IL-1p.

Concentragao (pg/mL) Comprimento de onda (nm) AN (nm)
BSA 1538,74 + 0,05 0
31,3 1597,56 + 0,05 58,82 + 0,07
62,5 1596,24 + 0,05 57,50 £ 0,07
125 1594,50 + 0,05 55,75 £ 0,07
250 1593,54 + 0,05 54,80 £ 0,07
500 1592,93 + 0,05 54,19 £ 0,07

Os dados da literatura explorados no capitulo 2 apresentam desempenhos relevantes

na deteccido de diferentes moléculas em variadas plataformas, evidenciando avancos

significativos no desenvolvimento de biossensores. Contudo, os resultados obtidos no

presente trabalho demonstram uma melhoria substancial, com LOD de 21,45 pg/mL

inicialmente, e uma reducgao para 6,36 pg/mL apds a regeneracao, se mostrando trés e dez

vezes menor que para a referéncia mais recente®’, como é possivel ver na Tabela 4. Esses

valores indicam uma sensibilidade aprimorada e maior capacidade de deteccdo em baixas

concentracoes.

Tabela 4 - Biossensores opticos com elementos de reconhecimento biologico incluindo

este trabalho.

Transdutor Revestimento LOD Intervalo de deteccdo  Ano Referéncia
LPG APTES 0,7 pyg/mL 5 - 50 pg/mL 2000  Detisa2000
FBG GO 0,01 mg/mL 1—100 pg/mL 2015  SRIDEVI2015
LPG TiO,-SiO, 1 ng/mL 5 — 50 pg/mL 2015 2:1'2\"\'0“
LPG TiO, 0,37 ng/mL 0,37 - 3,7 yg/mL 2016  COEtHO 2016
SPR TiO, 0,37 ng/mL 0,37 - 3,7 yg/mL 2016  COEtHO 2016
dLPG GO 7 ng/mL 1 —100 pg/mL 2017 LIU 2017
OS-LPFG GO 0,9 mg/mL 0,9 — 4,5 mg/mL 2021 LEE 2021
MTLPFG GO 25,79 ng/mL 1 -1000 ng/mL 2023  Keng2023
MTLPFG 104,6 ng/mL  1—1000 ng/mL 2023  Keng2023
LPG GO 60 pg/mL 0,01 — 100 ng/mL 2025  SOARES 202
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LPG GO 21,45 pg/mL 31,3 - 500 pg/mL 2025  FEstetrabalho.
LPG GO-regenerado 6,37 pg/mL 31,3 — 500 pg/mL 2025 Este trabalho.

4.2.4 Analise da citocina controle com biomoléculas inespecificas.

Nessa etapa o biossensor foi testado com interleucina-10 (IL-10), usada como citocina

controle para verificar a especificidade do sensor para -IL-13'37. A
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Figura 28 apresenta um grafico de poténcia em fungédo do comprimento de onda dos
espectros de transmissao do biossensor para diferentes concentracbes de IL-10. As
concentragdes nesse teste foram 2, 4, 8, 16 e 40 ng/mL. Escolhemos usar uma quantidade
1000 vezes mais concentrada de IL-10 que o antigeno especifico e com isso assegurar que
0 biossensor recebesse uma quantidade muito grande de material biolégico para termos
certeza de sua inespecificidade para essa citocina. Nesse sensor observamos a curva da
referéncia Fibra/GO/Anti-IL-1B/BSA (linha preta) centrada em 1556,91 nm, configurando o
ponto zero. Diferente do visto para o teste especifico, a variagdo do comprimento de onda é
minima, ndo desempenhando um deslocamento consideravel nos comprimentos de onda,

em comparacao ao teste anterior.
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Figura 28 - Grafico de Poténcia em fungdo do Comprimento de onda para diferentes

concentragdes do analito inespecifico.
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O vale ressonante se mantém estavel em posicdo, sem demonstrar variacdes claras
associadas ao aumento da concentragao do IL-10. Isso evidencia ndo haver ligacdes entre
o IL-10 e os sitios do biossensor, reforcando a especificidade para o IL-1B, previamente
testado. O pequeno deslocamento para comprimentos menores n&o configura
necessariamente uma ligagdo quimica com o anticorpo, mas sim a flutuagbes que
acontecem no espectro devido a interagdes fisicas como forgas de van der Waals e aumento
da massa de material sobre a area ativa da fibra e que n&o configuram o biossensoriamento
efetivo, com a deteccdo da citocina®®. O deslocamento médio se mantém praticamente
constante, com pequenas flutuagdes nao significativas e um deslocamento em relagao a
poténcia, geralmente associado a interferéncia do ambiente como mostra a Figura 29. Esse
teste evidencia que o contrario do observado para o analito especifico, que ndo ha uma
variagao sistematica do comprimento de onda ressonante com o aumento da concentracéo
do IL-10.
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Figura 29 - Grafico de dispersdo com distribuicdo estatistica e modelo de regressao

logistica dos vales ressonantes para teste inespecifico.
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O ajuste de crescimento logistico (linha vermelha) apresenta um coeficiente de

determinagdo muito baixo, isso € um indicativo de que os dados experimentais nao se

adequam ao modelo. Esse dado demonstra total auséncia de relagcédo entre a concentragao

do IL-10 e a resposta espectral do sensor. Esses resultados reforcam o teste anterior

confirmando que o biossensor funcionalizado com anticorpos anti-IL-1p3 apresenta elevada

seletividade, diferenciando claramente o antigeno alvo dos demais ainda que seja uma

citocina estruturalmente semelhante38.

Tabela 5 - Variagdo do comprimento de onda ressonante (A) e deslocamento espectral

(AA) para diferentes concentragdes de IL-10 (analito controle).

Concentragao (pg/mL) Comprimento de onda (nm) AA (nm)
BSA 1556,91 + 0,05 0
1554,32 + 0,05 2,589 + 0,07
4 1555,53 + 0,05 1,377 £ 0,07
1554,63 + 0,05 2,279 + 0,07
16 1554,46 + 0,05 2,455 + 0,07
40 1553,93 + 0,05 2,983 + 0,07
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5 CONCLUSAO

Este trabalho demonstrou, na pratica, a fabricagcéo, a funcionalizacéo e a validagéao de
um biossensor 6ptico baseado em LPFGs, funcionalizadas com GO e anticorpos anti-IL-18,
visando a detecgdo da citocina pré-inflamatéria IL-1B. A conjugacgéo eficiente entre a
superficie funcionalizada com GO e os anticorpos especificos possibilitou a construgdo de

um dispositivo sensivel e seletivo.

A analise morfoldégica de MEV confirmou a presenga do revestimento na superficie da
fibra, enquanto a espectroscopia Raman indicou a conservagao da integridade da camada
de GO apds a deposi¢cao da camada biofuncional. O biossensor foi funcionalizado com GO
e anticorpos por meio da quimica de ativacdo EDC/NHS, além disso, o biossensor foi
encapsulado em uma capsula microfluidica para testes em meio liquido. Demonstramos que
a alta densidade de grupos funcionais oxigenados do GO proporcionou ancoragem eficiente
dos anticorpos, garantindo seletividade e estabilidade da superficie sensora. Ficou
demonstrado também que a deteccao esta fortemente relacionada a energia livre de ligagao
envolvida no reconhecimento antigeno-anticorpo, onde contribuigbes de interagbes
eletrostaticas, forgas de van der Waals e pontes de hidrogénio sdo determinantes para

especificidade molecular.

Os ensaios funcionais demonstraram deslocamentos espectrais sistematicos e
consistentes em resposta ao aumento da concentragao de IL-1[3, ajustando-se precisamente
a um modelo de crescimento logistico proposto. Esse comportamento confirma a
previsibilidade da resposta espectral e a robustez da plataforma. A regeneracédo do sensor,
por meio de tratamento quimico e nova deposi¢cao de anticorpos, ampliou em até trés vezes
sua sensibilidade e reduziu drasticamente o LOD, evidenciando a possibilidade de
reutilizagdo e a viabilidade de aplicagbes de longo prazo. O biossensor atingiu limites de
deteccao tedricos de até 6,36 pg/mL apds a etapa de regeneracgao, valores significativamente
mais baixos que os reportados recentemente na literatura, o que o posiciona entre os
dispositivos mais sensiveis para essa aplicacdo. Além da elevada sensibilidade, o dispositivo
demonstrou excelente seletividade: testes com a citocina controle IL-10, mesmo em
concentragbes milhares de vezes maiores, resultaram em deslocamentos despreziveis,

comprovando a especificidade para IL-18.
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Esses resultados reforcgam o potencial das LPGs funcionalizadas com GO como
transdutores Opticos de alto desempenho em biossensoriamento, sensiveis a variagdes do
indice de refragao local por efeitos eletro-6pticos e fotoelasticos, explicando a correlagao
observada entre o acoplamento 6ptico e a formacédo dos complexos biomoleculares. Por fim,
ficou demonstrado que essa proposta de biossensor € uma solugdo promissora para
monitoramento de biomarcadores inflamatérios em contextos clinicos. A robustez, a
sensibilidade e a adaptabilidade da plataforma tornam-na uma candidata atrativa nao
somente para aplicagdes laboratoriais, mas também para o desenvolvimento de sistemas
portateis e multiplexados. Como perspectivas, recomenda-se a validagdo do sensor com
amostras bioldgicas reais e a expansao da plataforma para detecg¢ao simultanea de multiplos
biomarcadores. Esses avangos podem consolidar a tecnologia como alternativa pratica, de
baixo custo e de alto impacto para diagndsticos rapidos, precisos e alternativos para testes

convencionais na medicina personalizada e preventiva.
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