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Resumo

Na primeira parte deste trabalho, nds investigamos o processo de crescimento de um biofilme de
bactérias (Xylella fastidiosa) inoculadas sobre laminulas de vidro. O tamanho e a distancia entre os biofilmes
foram estudados por imagens de microscopia Optica; e uma andlise fractal foi realizada usando conceitos de
escala e imagens de AFM. Observamos que biofilmes diferentes mostram caracteristicas fractais semelhantes,
embora as variacdes na morfologia possam ser identificadas para diferentes estadios de crescimento do biofilme.
Dois tipos de padrdes estruturais sao identificados através da dimensao fractal (Dy) sugerindo que o crescimento
do biofilme pode ser entendido como o modelo de Eden nos estdgios de formacdo e no final, enquanto para o
estdgio de maturacdo aparecem evidéncias do modelo DLA (diffusion-limited aggregation). Estes resultados
foram correlacionados a formacao da matriz do biofilme que pode dificultar a difusdo dos nutrientes e por isso
criar condi¢des para um crescimento DLA.

Ainda com o AFM, fizemos medidas de espectroscopia de forca para estudar a interacdo especifica entre
antigeno-anticorpo relacionados ao virus CTV (citrus tristeza virus). Para tanto foi realizado o estudo da
imobilizacdo deste material bioldgico nas superficies da ponta do AFM, e nos substratos planos de Si e InP.
Usamos para isto imagens topograficas de AFM, imagens de microscopia eletronica e ensaios imunoquimicos de
ELISA; com isso pudemos confirmar que tanto o antigeno quanto o anticorpo foram imobilizados e que eles
continuavam em seus estados nativos. Com as medidas de espectroscopia de forca, detectamos que a diferenca
de forca entre as interacOes especificas (antigeno-anticorpo) e ndo-especificas (antigeno-antigeno) foi de
aproximadamente 60%.

Utilizamos a mesma rotina de preparacdo em substrato de InP para o desenvolvimento de um biossensor
baseado no funcionamento de um transistor FET (field-effect transistor). Os anticorpos foram imobilizados na
superficie do semicondutor, enquanto doses de antigenos livres eram adicionadas a uma célula liquida que
mantinha contato com esta superficie. Com curvas de corrente vs tensdo em regides lineares do dispositivo,
estudamos a resposta, a sensibilidade e a especificidade do sensor, obtendo resultados promissores indicando
viabilidade no desenvolvimento e no uso do mesmo.

Por fim, estudamos a durabilidade de pontas de AFM com CNT (carbon nanotube) encapsulados com
carbono amorfo numa amostra padrao semicondutora de pontos quanticos, além de estudar a sua estabilidade em
meio liquido. Duas pontas foram estudadas, uma fabricada pelo nosso grupo e outra comercial, fornecida pela
empresa americana CDI (Carbon Design Inovation). Utilizamos ferramenta de FT (fourier transform) para o
estudo da resolugdo das pontas em imagens topograficas de AFM, e verificamos que ambas as pontas duraram
mais de 400 imagens tendo uma perda da resolugdo de ~ 7% no ar e de ~ 5% — em relagdo as medidas a seco —

em meio liquido, mostrando a viabilidade de seu uso no estudo de amostras biolégicas.
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Abstract

We have investigated the growth process of Xylella fastidiosa biofilms inoculated on glass. The size and
the distance between biofilms were analyzed by optical microscopy images; a fractal analysis was carried out
using scaling concepts and Atomic Force Microscopy (AFM) images. We observed that different biofilms show
similar fractal characteristics, although morphological variations can be identified for the different biofilm
stages. Two types of structural patterns are suggested from the observed fractal dimensions Dy and suggest that
the biofilm growth can be understood as an Eden model in the initial and final stages, while diffusion-limited
aggregation (DLA) seems to dominate the maturation stage. Changes in the correlation length parallel to the
surface were also observed; these results were correlated to the biofilm matrix formation which can hinder
nutrient diffusion and thus create conditions to drive DLA growth.

Atomic force spectroscopy was used as a method to investigate the specific antibody-antigen binding
using proteins of the CTV (citrus tristeza virus). Subsequently, the chemical processes of covalent
immobilization of the used biomolecules to different solid supports — SisN, AFM Tips, Si and InP plane
substrates — was developed and characterized. The verification of the chemical binding process by different
methods like AFM topography experiments, electron microscopy and ELISA immunochemical assays showed a
successful immobilization of the biomolecules and that they were still in their native state. The analysis of the
spectroscopic force data showed a significant difference in binding force between the specific antibody-antigen
complexes and the non-specific controls (approximately 60%).

The same chemical immobilization process was used to bind biomolecules to solid InP supports to
develop a biosensor based on the field-effect transistor (FET) principle. The same antibodies, as used in atomic
force experiments, were immobilized covalently to the semiconductor surface. The antibody-antigen
complexation by adding the specific antigens to the functionalized surface was detected through changes in the
current vs tension curves of semiconductor sample. The characterization of the electrochemical response, the
molecular sensibility and the specificity of this biosensor showed a suitable method to detect specific molecular
binding events.

Further, the durability and stability of AFM tips with bonded carbon nanotubes with encapsulated
amorphous carbon was studied on a standard semiconductor sample with quantum dots in air and liquid
environment. Two different CNT AFM-tips were studied within this study in acoustic mode. One was assembled
in our group and the other tip was provided by the american CDI (Carbon Design Innovation) company. The
topographic AFM images were analyzed via FT (Fourier Transform) to study the spatial resolution of these tips.
In air, both types of CNT tips showed a minor resolution decrease of approximately 6% after 400 topographic
scans. In liquid environment an overall 10% lower spatial resolution of the tips was observed compared to the
resolution in air which nevertheless makes these CNT AFM-tips suitable for experiments with native biological
samples.
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Capitulo 1
Introducao Geral

1.1 Introducao

A descoberta do microscépio éptico no final do século 17 causou uma revolugéao
na biologia revelando o que anteriormente era invisivel e desvendando um mundo antes
desconhecido °l. A juncéo da fisica e matematica com as ciéncias bioldgicas pode ser
comparada com esta revolugdo. Nas ultimas décadas, esta juncao multidisciplinar tem
sido enriquecedora para todas as areas [©"'%2%1 A piologia esta estimulando a criagao
de novos campos da fisica/matematica que nos mostram caracteristicas anteriormente
“invisiveis” dentro da biologia, como por exemplo crescimentos que obedecem leis de
escala e emergem obedecendo niveis de organizacao através da interacao de unidades
bioldgicas heterogéneas, dependendo de sua escala temporal e da sua dimensao
fisica. Desta forma é possivel estudar a formacéao fractal formada pelo crescimento de
ramos de uma arvore, ou em escalas micrométricas, o crescimento de uma colbnia de
fungos ou bactérias, obtendo informagdes quantitativas de um sistema estocastico %24

Para estes ultimos, o Microscopio de Forgca Atbmica (AFM, do inglés Atomic
Force Microscopy) € amplamente utilizado para obter informagdes (topografica, elétrica,
magnética, etc) sobre a amostra sendo analisada. Devido a sua versatilidade e
possibilidade de aplicagdo em uma grande gama de materiais, o AFM mostrou-se
também ferramenta importante para o estudo de biomateriais, especialmente porque as



medidas podem ser realizadas em liquido, muitas vezes simulando mais
adequadamente o ambiente onde este material sera utilizado [®. O AFM analisa
essencialmente superficies e sistemas vivos apresentam uma enorme variedade de
superficies, especialmente membranas. Deste modo, alguns autores afirmam que o uso
do AFM em materiais biolégicos estd introduzindo uma nova area de pesquisa, a
biologia de superficie [°®l. Dentro deste contexto, tem aumentado o uso de AFM para
estudos da formagé&o de biofilme de microrganismos, uma vez que, quando em biofilme
a populagdo bacteriana torna-se mais virulenta e resistente a varios compostos
antimicrobianos [”'% conforme sera comentado mais adiante.

A habilidade do AFM de adquirir imagens em condigdes ambientes ou em
solucdo foi considerada ideal para estudos de espécimes biol6gicos em condicdes
fisiolégicas. Com isso, processos induzidos por infeccdo viral em células vivas "
puderam ser observados. Mais recentemente, imagens AFM de alta resolucdo foram
obtidas, por exemplo, em proteinas da membrana de bactérias ['?. A analise AFM de
cristais 2D de proteinas de membrana foi desenvolvida ao ponto da energia livre poder
ser modelada para dominios dentro de uma Unica molécula da proteina. Na aplicacao
em células vivas, o instrumento revelou novas estruturas celulares e suas fungdes '3,

A resolucao deste microscopio depende diretamente da dimensdo da sonda de
varredura, geralmente de Si ou SiNy, que € da ordem de nm. Nanotubos de carbono
(CNTs) acoplados a esta ponta tem mostrado grande resisténcia ao desgaste além de
possuir grande flexibilidade e grande razdo de aspecto com dimensdes nanométricas
4] Estes CNTs podem ser encapsulados com uma capa de carbono, que promovem
maior estabilidade térmica e melhor controle de seu comprimento em processos de
fabricacao '¥. A aplicacdo desta ponta com CNT em materiais bioldgicos, porém, exige
muitas vezes que este seja utilizado em meio liquido.

O AFM também é uma técnica que possibilita estudar interagdes tanto inter como
intra-moleculares de macromoléculas sintéticas e biolégicas complexas com alto grau
de precisdo espacial (~nm) e resolucdo de forca (~pN), respectivamente '>'®!. Esta
medida € mais comumente denominada espectroscopia de forga, pois permite sondar
interagcdes moleculares. Nos experimentos realizados com o AFM, um dos elementos é
ligado covalentemente a ponta de AFM enquanto o outro é ligado a uma superficie. A



ponta do AFM é colocada em contato com esta superficie e uma ligacdo especifica
entre as duas moléculas pode se formar. Na retracdo, esta ligacao sofre uma carga que
aumenta até sua ruptura. Tanto o tensionamento do espacador polimérico quanto a
ruptura do complexo molecular sao registrados através da deflexdo da alavanca do
AFM[17’32].

Ligagbes biomoleculares entre grandes macromoléculas resultam de uma

associacao de varias interacdes fracas que, combinadas, formam um agregado estavel.
No caso mais simples de uma ligagao isolada, esta se dissociara sob forca zero num
intervalo de tempo maior que seu tempo de vida. Este tempo pode ser abreviado pela
aplicagéo de forcas externas. Este conceito foi descrito primeiramente por Bell em 1978
18] que mostrou que a falha da ligacdo é um processo estatistico e que o tempo de vida
de uma ligacdo depende da carga mecanica. Este conceito foi aprimorado por varios
outros trabalhos subsequentes!'®2%2"l ¢ encontrou suporte em dados experimentais
2223241 que tornaram mais difundida a utilizacdo da espectroscopia de forca.
Por outro lado, ligacbes antigeno-anticorpo — como as que podem ser
investigadas por espectroscopia de forca — podem ser usadas como base da
construcdo de sensores biolégicos. Num sensor tipo FET (Field Effect Transistor), por
exemplo, o 6xido da porta € modificado com receptores moleculares; uma vez realizada
a ligacao de interesse com uma espécie carregada eletricamente, ocorre a depleg¢édo ou
acumulo de portadores na estrutura do transistor. Assim, o monitoramento da
condutancia (ou resisténcia, dada uma regidao linear da curva corrente-tensdo do
transistor) podera ser interpretado como uma medida do numero de liga¢des realizadas.
Um desenvolvimento mais recente nessa area é a fabricacdo de nanosensores, cuja
prova de conceito foi mostrada por Charles Lieber e seu grupo %,

Nesta tese estudamos dois sistemas bioldgicos, um biofilme formado pelo bacilo
da Xylella fastidiosa e o virus CTV (Citrus Tristeza Virus - virus da tristeza do citros). A
importancia destes sistemas tanto em aspectos de pesquisa, quanto econémicos serao

apresentados nos dois tépicos a seguir.



1.2 Xylella fastidiosa

Muitas espécies de bactérias podem viver tanto em vida livre quanto parasitando
um hospedeiro; portanto estas devem ser capazes de se adaptar a mudancgas subitas
de disponibilidade de nutrientes e a sistemas de defesa do hospedeiro. Um mecanismo
de adaptacao das bactérias neste sentido € sua capacidade de crescer como parte de
um biofilme — uma comunidade fixa (colénia), encapsulada por uma matriz polimérica. O
interesse cientifico no processo de formagao de biofilmes aumentou muito nos dltimos
anos; estudos de genética molecular da formagéo de biofilmes comegaram a apontar as
causas para este processo. Hoje se reconhece que a formacao de biofilmes é um
aspecto importante de muitas doencas bacterianas ?°.. Biofilmes podem tolerar agentes
antimicrobianos em concentragdes 10-1000 vezes maiores que as necessarias para
matar bactérias planctdnicas (bactérias individuais que vivem soltas no meio)
geneticamente equivalentes, tornando-os muito dificeis de serem erradicados em
hospedeiros vivos [?°!.

Bactérias em colénias que formam biofilmes podem suportar diminuicado de
nutrientes, mudancas no pH, antibidticos, etc, bem melhor que organismos
planctdnicos. A ‘invulnerabilidade’ do biofilme depende de caracteristicas tais como a
baixa taxa de crescimento e a heterogeneidade fisiol6gica de seus habitantes, além da
matriz de exo-polimeros (predominantemente exo-polissacarideos, ou EPS) que as
envolve. O EPS tem um papel importante nos estagios iniciais e finais do biofilme
[2627.28] 'nroporcionando a agregacdo e eventualmente a sua estrutura final. A matriz de
EPS pode também estar envolvida na tolerancia a agentes antimicrobianos 7.

A formacao de biofiime é composta por diferentes estadios iniciando-se pela
adesao na superficie, proliferacdo bacteriana dentro de microcolénias e expansao,
formando estruturas altamente organizadas. Sauer ?® dividiu a formac&o de biofilme em
cinco estadios diferentes. O estadio 1, correspondente a adesao reversivel das células
na superficie; o estadio 2 é referente a adesao irreversivel mediada principalmente pela
producdo de substancias exopoliméricas; no estadio 3 inicia-se a primeira fase de

maturacao do biofilme caracterizada pelo inicio do desenvolvimento de sua arquitetura;



a segunda fase de maturacgéo, estadio 4, corresponde ao biofilme totalmente maduro,
com alta densidade celular, e arquitetura de forma complexa; o estadio 5 é referente a
fase de dispersao das células do biofilme (Figura 1.1).

[0] [29] .

Figura 1.1: Modelo dos estadios de desenvolvimento de biofilme bacterian

Varias questdes permanecem em aberto sobre a formagéao de biofilmes, inclusive
seus mecanismos de controle. A maior parte dos estudos sobre formacao de biofilmes é
em patdgenos de humanos e animais; muito pouco se sabe sobre a formagédo de
biofilmes de bactérias patéogenas de plantas. Essa lacuna é ainda mais relevante
quando se considera que a planta ndo possui sistema imunoldgico, limitando os tipos de
tratamento disponiveis para plantas infectadas.

Existe um tipo de fitobactéria chamada Xylella fastidiosa que forma biofilmes e
tem grande impacto na agricultura mundial. No Brasil tem sido encontrada em varias
plantas, porém as culturas de importancia econémica mais afetadas sdo ameixeira,
cafeeiro e citros. Estas bactérias se instalam no xilema das plantas (vasos de conducao
de seiva), provocando o estresse hidrico. Além deste fator, a producao de fitotoxinas e
alteracdées na concentragcdes de reguladores de crescimento contribuem com o

secamento dos frutos e a necrose das folhas, levando por vezes a planta & morte®®!,



Esta doenca € conhecida como clorose variegada do citros (CVC, ou
popularmente “doenca do amarelinho”), que provoca perdas anuais de
aproximadamente US$100 milhdes para a agro-industria do citros. Por esta razao, a X.
fastidiosa foi o primeiro fitopatbgeno com genoma completo sequenciado, atividade
realizada por consércio de pesquisadores brasileiros ?°. Foi demonstrado que o fato
desta bactéria formar um biofilme pode ser um fator importante para sua

patogenicidade®®.

1.3 Citrus Tristeza Virus (virus da tristeza do citros - CTV)

A tristeza dos citros é considerada uma das doencas virais de maior importancia
econdmica na citricultura mundial. Através de técnicas de microscopia eletrénica, foi
possivel observar que é causada por particulas virais longas e flexiveis, com 10 a 12

301 Dentre os varios sintomas destaca-se

nm de diametro por 2um de comprimento !
desde um leve clareamento das nervuras a severas caneluras (rachaduras) do tronco,
acompanhadas de um rapido declinio no crescimento e necrose do floema (tecido
vasculares encarregado pelo transporte da seiva elaborada pela planta).

Na década de 40, o CTV foi responsavel pelo quase aniquilamento da citricultura
brasileira - um dos maiores produtores mundiais - e atualmente o Brasil tem convivido
com essa doenga a partir da descoberta de clones de laranjeiras que séo pré-
imunizadas contra o virus e por isso mais tolerantes ', tanto que hoje todas as plantas
encontram-se em maior ou menor grau afetadas por esta virose. Assim, a importancia
do CTV como um dos fatores que contribuem para a reducdo da produtividade dos
pomares em nosso pais é amplamente reconhecida pela comunidade cientifica e
empresarial e a deteccao do grau de infeccdo da planta é de fundamental importancia

para esta area.



1.4 Apresentacao da tese

Neste projeto, temos como objetivo acoplar o conhecimento do nosso grupo em
microscopia, crescimento de superficies e semicondutores para explorar varios
aspectos de fitopatdogenos relacionados a citricultura, aproveitando o espectro
relativamente amplo de dados ja existentes nessa area economicamente importante, e
reforcando colaboracées que mantivemos nos ultimos anos com pesquisadores da
biologia e da quimica.

Esta tese foi dividida em mais 6 capitulos. O capitulo 2 far4d um breve apanhado
das principais técnicas experimentais utilizadas ao longo deste projeto, descrevendo
principalmente a técnica de microscopia de forca atébmica e suas variantes, inclusive a
espectroscopia de forga.

Os capitulos de 3 a 6 apresentam os resultados desta tese, sendo que todos
obedecem a mesma estrutura: uma introducdo que apresentara também aspectos
tedricos para a interpretacdo dos dados; uma metodologia que apresenta todos os
aspectos experimentais das medidas; os resultados e analise dos dados; e por fim uma
concluséo parcial.

Seguindo a sequéncia, serdo apresentados: o estudo na organizacdo de
bactérias em biofilmes (cap. 3); espectroscopia de forca em interacdes antigeno-
anticorpo (cap. 4); o desenvolvimento de biossensores em substratos semicondutores
planos (cap. 5); e sondas de AFM com CNTs encapsulados, resisténcia e medidas em
liquido (cap. 6).

Por fim, serdo apresentadas as conclusbes gerais (cap. 7), correlacionando
todos os resultados desta tese. As perspectivas deste trabalho também serdo

apresentadas juntamente com sugestdes para que este possa ser aperfeicoado.
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Capitulo 2

Técnicas Experimentais

2.1 Técnicas de Microscopia por Varredura com Ponta de Prova (SPM)

A microscopia por varredura consiste em realizar medidas sequénciais de
alguma grandeza fisica sobre diversos pontos de uma determinada area, com o objetivo
final de formar uma imagem de sua morfologia unindo todos os pontos adquiridos. Na
microscopia por varredura com ponta de prova, a analise da amostra € realizada com o
auxilio da contracdo ou expansao mecanica de ceramicas piezo-elétricas que
compensam as variacbes de topografia detectadas por uma ponta de dimensdes
nanométricas. Quando estdao em forma de tubos, as ceramicas piezo-elétricas podem
efetuar movimentos tridimensionais quando aplicamos potenciais elétricos através de
eletrodos conectados no tubo. Dependendo do tamanho deste, as areas varridas
podem chegar até ~150um de lado e a resolugdo pode ser sub-atdmica. Este sistema
de movimentacdo chamado de scanner pode ser instalado tanto na ponta quanto na
amostra. Para a aquisicao de propriedades fisicas de superficies ou sub-superficies sao
utilizadas pontas com caracteristicas particulares para cada necessidade envolvida. A
ponta ideal para aquisicio de topografias possui razdo de aspecto
(comprimento/largura) alta, enquanto que para medidas de conduténcia € interessante
que a ponta possua a maior condutividade possivel. Entretanto, essas condigbes
dificilmente sao encontradas e pontas com razao de aspecto nao ideal podem gerar

imagens que nao correspondem ao perfil real da amostra. Com a convolugéao
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resultante, as estruturas medidas pela ponta ndo ideal podem ter seu tamanho
aumentado (no caso de ilhas) ou diminuido (no caso de depressoes).

2.2 Microscopia por Forca Atomica (AFM)

Esta microscopia consiste em analisar a superficie de uma amostra com uma
ponta de prova. A ponta é montada sobre uma alavanca com constante de mola
conhecida. Quando a ponta esta proxima da superficie da amostra, forcas de interacao
defletem a alavanca. Esta deflexdo é medida por um sistema de deteccao de posicao; o
sinal de erro gerado € enviado para o circuito de realimentacdo do microscépio. A
distancia ponta-amostra é entdo ajustada pela mudanca na posicdo de um scanner
piezoelétrico, de modo a manter constante a forca medida pela alavanca. Estas
variacbes de posicao sao calibradas com padrdoes de altura; deste modo, o mapa
destas variagdes nos fornece a topografia da superficie. A gama de amostras que
podem ser analisadas com AFM & muito ampla, na qual podemos destacar: amostras

isolantes, materiais biologicos in vitro, medidas in situ no modo eletroquimico, etc.

Potencial 4 Modo
. daforca contato .
interatomica intermitente Forga repulsiva
U
Modo
contato

»
»

Distancia
(ponta-amostra)

Modo
nao-contato @

Forca atrativa

Figura 2.1: Comportamento qualitativo da dependéncia do potencial da forga interatdémica com a
distancia entre a ponta de prova e a superficie da amostra. Dependendo do regime de forcas escolhido
existem trés modos de operacdo: contato, ndo-contato e contato-intermitente. No contato-intermitente a
ponta de prova trabalha intercalando entre potenciais de forcas atrativas e repulsivas®'’. Este tltimo ndo
sera tratado nesta tese.
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A deflexao da alavanca pode ser causada por muitas forcas de interacdo entre a
ponta e a superficie da amostra, sendo um problema bastante complicado do ponto de
vista tedrico. Os modelos mais simples utilizados consideram a for¢ca devido ao
potencial de Lennard-Jones "% Na Figura 2.1 temos a dependéncia qualitativa do
potencial da forga interatdmica com a distancia entre a ponta e a amostra. Dependendo
do regime de forgas escolhido, existem trés modos de operacao para a microscopia por
forca atbmica. No modo contato a forga entre ponta-amostra é repulsiva, no modo néo-
contato o regime € de forgas atrativas e no modo contato-intermitente ocorre uma
inversdo no tempo entre forgcas atrativas e repulsivas. A seguir apresentaremos
somente os detalhes dos dois primeiros modos, operando em ar, destacando suas

vantagens e desvantagens.
2.3 Modo Contato (CM-AFM)

Neste modo de operagdo, a ponta do AFM exerce um contato fisico com a
superficie da amostra. A intensidade da forca envolvida é suficientemente baixa para
que nao ocorram deformacdes permanentes numa amostra rigida (um cristal
semicondutor, por exemplo) ou na ponta, impedindo a reprodutibilidade e prejudicando
a qualidade dos resultados. Em ambientes expostos ao ar existe, frequentemente, uma
fina camada adsorvida (agua, por exemplo) [ sobre a superficie da amostra, que
adiciona a forca de capilaridade ao problema. A intensidade da for¢ca de capilaridade
depende da distancia entre a ponta e a amostra, mas em geral é da ordem de 10nN.
Em ar e com forgas repulsivas da ordem de 10nN, a ponta do AFM n&o penetra na fina
camada de agua sobre a superficie, mas no intervalo tipico de operacdo do modo
contato de 0,1 até 1uN a ponta exerce o contato fisico com a superficie da amostra,
depois de “perfurar” esta camada de agua. Esta ultima pode ser eliminada caso o meio
de medida seja de um gas inerte seco, como Ny por exemplo.

A deteccdo da deflexdo da alavanca pode ser feita por varios métodos °!, sendo
que os mais utilizados sédo os sistemas de deflexao optica. Nos nossos microscopios de
forca atébmica (modelos Auto Probe CP da Park Scientific Instruments /
ThermoMicroscopes e posteriormente Veeco, e Agilent 5500), a medida da deflexao da
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alavanca é realizada conforme mostra a Figura 2.2. Um feixe laser incide sobre a
alavanca, na parte oposta onde estd montada a ponta, e atinge um fotodetector
sensivel a posigdo (PSPD). Quando a alavanca sofre uma deflexdo ocorre a mudanga
da posicao do feixe laser, refletido pela alavanca, no fotodetector. Variagcbes menores
que 1A podem ser obtidas dependendo do fator de amplificacdo do sistema é6tico, que é
proporcional a razao do caminho éptico entre a alavanca e o detector e o comprimento
da alavanca. O sistema de movimentacdo tridimensional, scanner na Figura 2.2,
permite que a amostra realize varreduras nas dire¢des x e y. Durante estas varreduras,
a topografia da amostra é medida adquirindo as variacées z (direcao vertical) do
scanner, produzidas pelo sistema de realimentacdo para manter a forgca constante,
conforme mostra a figura 2.2. Imagens topograficas de alta resolugcdo sao adquiridas
mantendo fixa a posicdo vertical (modo altura constante) do scanner e medindo
somente as deflexdes da alavanca, para o caso de superficies atomicamente planas.

Diodo Laser

—

Feedback ; /
A

B Imagem
Sanner PZT

Figura 2.2: Esquema geral da montagem e funcionamento da microscopia por forga atdmica em modo
contato. O feixe laser incide sobre a alavanca; sua reflexdo é detectada por um fotodetector sensivel a
posi¢cdo (PSPD), o que permite medir a deflexdo da alavanca devido as forgas de interagéo entre ponta-
amostra.

2.4 Modo Nao-Contato (NC-AFM)
O regime de forcas atrativas do modo nao-contato, que geralmente apresentam

forcas em torno de 0,01nN "), pode ser visto na Figura 2.1. Em modo n&o-contato, um

oscilador bimorfo (um piezoelétrica colado com uma camada metalica) faz a alavanca
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vibrar numa frequéncia (f,") um pouco maior que uma de suas frequéncias de
ressonancia, f, (tipicamente de 50 até 400kHz — em todos os casos, muito maior que a
frequéncia de realimentacao da topografia, < 5kHz), com uma amplitude de dezenas de
nanémetros. A amplitude do sinal medido pelo fotodetector, na frequéncia selecionada,
€ enviada ao sistema de realimentacdo do microscépio, conforme vemos na Figura 2.3.
Na presenca do gradiente de forgca na regido proxima a superficie da amostra, a nova
freqiiéncia de ressonancia f, é menor que £, °" e, portanto, ocorre diminuicdo na
amplitude de vibracdo da alavanca. O sistema de realimentacao trabalha mantendo fixa
uma certa diminuicdo nessa amplitude e com isso a distancia (média) entre ponta-
amostra é mantida constante. A camada adsorvida de agua sobre as amostras
analisadas em ar [, nao é “perfurada” nesse modo de operagdo do AFM, pois a forca
envolvida é muito menor que a necessaria para tal. Caso a espessura desta camada
nao seja homogénea sobre toda a area varrida, a imagem topografica nao ira
corresponder a superficie real da amostra. Contudo, por apresentar pequenas forcas de
interacdo (<< nN), que diminuem a pressdo na superficie analisada, este modo é
bastante utilizado em amostras com superficie muito macias, viabilizando sua utilizagéo

no ramo da biologia.

Alavanca

Diodo Laser Espelho

—

PSPD
Feedback
V. Osciadorfs (Bmoph)
_—
P » Imagem

Scanner PZT

Figura 2.3: Esquema geral da montagem e funcionamento da microscopia por for¢ga atdbmica em modo
ndo contato. Variagbes na amplitude da oscilagcao da alavanca permitem que sejam adquiridas imagens
topograficas com forgas repulsivas da ordem de 0,01 nN ',
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2.5 Espectroscopia de Forca Atémica

O microscopio de forca atdbmica é muito Gtil para medicdo de forcas
intermoleculares pois tem resolucdo de forgca da ordem de piconewton e resolucao
espacial da ordem de nanometros. A resolucado de forca do AFM ¢é varias ordens de
grandeza maior que a mais fraca ligacao quimica. Isto sugere que € possivel medir
interacdes moleculares individuais. A funcionalizacdo da ponta do AFM com, por
exemplo, monocamadas organicas (ligacdes covalentes) que tem terminacées em
grupos funcionais bem definidos, permite a identificacdo de grupos moleculares. Esta
aplicacdo do AFM é chamada na literatura de Espectroscopia de Forga Atémica (AFS —
Atomic Force Spectroscopy) %4,

Mesmo sendo possivel medir interagdes quimicas individuais, devido ao raio de
curvatura da ponta, um grupo quimico especifico da ponta interagindo com a superficie
da amostra ndo tera interagbes moleculares completamente definidas ocasionando a
dispersao dos resultados. Por isso € necessaria uma grande quantidade de medidas
para obter uma boa estatistica da forca de interacao.

Utilizando pontas quimicamente funcionalizadas, o microscépio de forga atdmica

pode ser utilizado para medir forgas entre diferentes grupos moleculares.

Espelho
Diodo lLaser /

S—

PSPD
Deslocamento
da alavanca

o o
¢ S

Cht oy, o™

o\\C/OH o\\C/OH o\\C/OH o\\C/OH Q\\C/OH

>

Sanner PZT

Figura 2.4: Desenho esquematico do funcionamento de um AFS. A amostra é fixada em um scanner
piezoelétrico que se desloca em z. Um feixe laser reflete na alavanca e depois chega a um fotodetector
no qual sera detectado o movimento em z da alavanca. Quando a amostra se aproxima e encosta na
ponta, haverd uma deflexdo da alavanca que ira movimentar o laser e ser detectado pelo fotodetector. No
destaque temos a interagao entre uma ponta e uma amostra funcionalizados com tiol com termina¢do em
CH3 e COOH respectivamente.
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Em principio o AFM pode medir tanto interagdes moleculares fracas, como a
forca de van der Waals (~ > pN), quanto ligacdes covalentes fortes (~ 0,1uN) 3. Na
pratica temos que a resolucao da forca é limitada pelos ruidos eletrénicos do sistema
optico do microscépio e pela excitacdo térmica da vibragdo da alavanca.

A magnitude das interacdes intermoleculares pode ser obtida diretamente por
medicao de forca de adesao (Figura 2.5). A interacdo adesiva entre diferentes grupos
funcionais é determinada pela curva de forca versus distancia da ponta da amostra.
Durante a medicdo, a deflexdo da alavanca € monitorada durante o ciclo de
aproximagao e afastamento da amostra em relagdo a ponta. Conhecendo a constante
de mola da alavanca, é possivel calcular esta forca, conforme sera descrito no capitulo
4. O salto no valor da forca causado quando a alavanca é liberada da amostra,

corresponde a forca de adesao entre os grupos funcionais da ponta e os da superficie

da amostra.
15 - Fonta e amostra funcienalizadas com COOH
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Figura 2.5: Curva da forga pela distdncia da amostra, onde a curva vermelha indica a aproximagao
enquanto a preta o afastamento da ponta/amostra. Em grandes distancias, ndo sdo observadas forcas
entre a alavanca e a amostra. A uma pequena distancia, a ponta é atraida abruptamente para a amostra
devido a forgas de van der Waals; subsequentemente a alavanca acompanha o movimento linear da
amostra. Existe uma pequena histerese na ida e na volta da alavanca quando ela esté no regime linear. E
necessaria uma forga finita para soltar a ponta da amostra; esta forca corresponde a forca de adesao dos
grupos funcionais da ponta e da amostra %,
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Capitulo 3

Leis de Escala na Formacao de Biofilmes de
Xylella fastidiosa

3.1 Introducao

O estudo de leis de escala no crescimento de superficies € uma importante
ferramenta para determinar os mecanismos que governam a evolucdo morfolégica de
uma superficie. O comportamento de escala e os expoentes criticos (ou dimenséo
fractal) observados experimentalmente sédo frequentemente comparados com modelos
de agregacgao tais como o de Eden, RLA (Reaction-Limited Aggregation) e o DLA
(Diffusion-Limited Aggregation) °'.

Em particular, a superficie da colénia de bactérias pode também ser entendida
como uma superficie em crescimento. Foram feitas simulagbes computacionais para
estudar o crescimento de colénias de bactérias e fungos tendo como fator de stress a
difusdo de nutrientes 2%, O calculo da dimensao fractal para estes casos se adequam
com os modelos de crescimento estatistico de Eden e DLA, que por sua vez foram
verificados experimentalmente no crescimento de uma colénia de fungos 1.

Assumindo que o crescimento do sistema se da pela adesdo de particulas
formando um cluster, o modelo de Eden assume que este Ultimo possui uma forma

compacta, crescendo com a adicao de uma nova particula (um fungo ou uma bactéria
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formada por divisdo celular, por exemplo) aleatoriamente em qualquer sitio da
superficie do cluster, sem qualquer tipo de barreira ou limite para esta agregacao (figura
3.1-A) 1%, Por outro lado, o modelo de agregacao DLA ocorre em qualquer meio onde a
difusdo de particulas é o principal meio de transporte; ou seja, um cluster formado
através da agregacao de particulas submetidas a um movimento Browniano (figura 3.1-
B). Para este modelo, é possivel que forme um gradiente de nutrientes local
aumentando as chances da particula agregar a regides mais externas do cluster, 0 que
pode causar a formacao de ramos devido a efeitos chamados de sombra ou blindagem,

conforme é observado na figura [°% %+ %I,

(A)

(B)

Figura 3.1: (A) Cluster formado pelo modelo de Eden. (B) Cluster formado pelo modelo DLAL"!
Alguns tipos de colbnias de bactérias podem formar um tipo de cédpsula em sua
volta chamada de biofilme. Isto ocorre através da secrecdo de uma matriz
polissacaridica protetora que adere em torno da colbnia, feita essencialmente de EPS
(Exo-polissacarideos). Este tipo de estrutura traz diversas vantagens para o sistema
bioldgico, tais como a maior resisténcia a antibiéticos e comunicacgéo facilitada entre as
células através de moléculas sinalizadoras, processo conhecido como quorum sensing.
Dentro destas matrizes existem canais que ajudam na distribuicdo de nutrientes e

moléculas sinalizadoras ©7 %,
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Neste capitulo descreveremos o estudo do processo de crescimento de um
biofilme de Xylella fastidiosa (X. fastidiosa) desde a sua inoculacdo até seu estagio
final de 30 dias. A bactéria foi inoculada na superficie de vidro, sem a reposi¢do de
nutrientes (uma pratica comum para o estudo do crescimento de um biofilme!®®, que
possibilita 0 acompanhamento todo o seu ciclo de crescimento. Esta condicdo gera um
fator de stress no biofilme). O tamanho e a disténcia entre biofilmes foram analisados
por imagens de microscopia otica e de for¢ca atbmica; conceitos de escala dindmica
aplicados em superficies em crescimento foram usados juntamente com imagens de
AFM com o objetivo de caracterizar o processo de crescimento de uma colénia de
bactérias que forma um biofilme. Esse estudo permitiu analisar a influéncia do EPS na

forma em que as bactérias se organizam.
3.2 Metodologia

Os biofilmes de X. fastidiosa foram fornecidos pelo grupo da Dra. Alessandra
Alves de Souza, do Centro APTA Citros - Sylvio Moreira, onde as células de X.
fastidiosa foram inoculadas a 28°C numa laminula de vidro com 12mm de diametro. Os
biofilmes foram analisados em 5, 10 , 15, 20 e 30 dias depois da inoculagédo, onde as
amostras foram lavadas, secas e cobertas por sputtering com um filme de 50nm de Au.

A X. fastidiosa torna-se um biofilme completo apés aproximadamente 10~15 dias
de inoculacao, quando é possivel detectar a completa formacao de EPS em torno do
biofilme °®. Todavia, em nossas amostras, o EPS foi removido durante o processo de
preparacao para a metalizacdo por uma camada de Au. Também é possivel que alguns
biofilmes tenham desgrudado do substrato durante o processo de preparacao, porém
todas as amostras passaram pelos mesmos processos, 0 que possibilita a analise
comparativa.

A matriz polimérica de EPS forma uma superficie com aspecto gelatinoso, com
grande variacoes de altura. Com excecao dos primeiros estadios de formacao do
biofilme (até ~ 1 dia), em que o EPS est4 ainda se formando, as medidas com AFM s&o
praticamente inviaveis, e dai o motivo desta metalizacdo e da remocgao do EPS.
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As amostras foram caracterizadas através de um microscépio 6tico Leitz-Ergolux
para a descricdo do tamanho meédio e a distancia entre os biofilmes. Usamos o software
Image J "% para estimar o tamanho e as distancias dos biofilmes. Para isto assumimos
areas circulares e mapeamos os seus didmetros médios e a distancia entre os seus
centros. Para cada biofilme, as distancias entre os 3 a 4 biofilmes mais préximos foram
considerados para a média.

Medidas de AFM (Agilent 5500) foram feitas em ar em modo n&o contato;
usamos pontas de Si com raio ~10nm e comprimento de 20um (NSC14 AIBS - uMash),
0 que tornou possivel as medidas das grandes variagdes de altura do biofilme. A figura
3.2 mostra um caso tipico de uma imagem de AFM do biofilme de bactérias estudado.
Esta imagem tem dimensado de 15 x 15um, onde as cores representam a escala de

altura do biofilme.

0 2000 4000 nm Seanned J- —

Figura 3.2: llustragao da técnica Box Couting numa imagem de AFM. A rugosidade é calculada na
area do quadrado azul, que por sua vez varre toda a superficie. Um ponto da curva rugosidade (w)
em fungéo de L é obtido pela média de todas as rugosidades desta varredura. O processo repete-
se aumentando gradativamente o comprimento lateral L do quadrado, obtendo assim uma curva
de w(L).

As leis de escala foram estudadas através da rugosidade RMS da superficie da

amostra, de acordo com a equagéao 3.1.

1/2

Ww(L,1) = <(h2(x,z)-ﬁ 2)2> (3.1)

X
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onde L e ot representam o tamanho e o tempo de crescimento da amostra,
respectivamente. Esta equacado representa a média quadratica da flutuacdo da altura
em torno de uma altura média.

Adquirimos imagens de AFM com tamanhos de 10x10, 20x20 e 30x30 um?
préximos ao centro da amostra para evitar a superficie do substrato. A dependéncia da
rugosidade com o tamanho da imagem foi estudada utilizando a técnica Box Counting
M figura 3.2. Através desta Ultima, utilizamos a teoria de escala dinamica que diz que
a rugosidade aumenta exponencialmente com o tamanho L da area analisada na
imagem °Yl, ou seja

w(L)~ L* (3.2)

onde a é chamado de expoente de rugosidade e descreve o crescimento das
correlagbes com o tamanho L ao longo da direcdo de crescimento. A funcdo w(L)
aumenta com o tamanho L de acordo com a relagdo 3.2 enquanto as correlacdes
continuarem a crescer. Caso a superficie possua caracteristicas fractais, a rugosidade
tenderda a entrar num regime de saturagdo, onde o comprimento L representara um
tamanho ¢ limite, denominado comprimento de correlacdo. O valor de ¢ pode ser
entendido como o comprimento no qual as flutuacdes estdo correlacionadas, torna-se
comparavel ao comprimento L (maxima extensao que as correlagbes podem atingir ao
longo da superficie). Para L>¢, as correlac6es param de crescer e a superficie alcanca
um estado estacionario caracterizado por um valor constante de w(L). Neste estado, a
superficie é invariante sob transformacdo de escala e a rugosidade atinge uma
saturacdo. A dimensao fractal — outro parametro que iremos utilizar em nossa analise —
€ dado por uma funcao que subtrai o expoente de rugosidade do nimero de dimensodes
do sistema, Ds = 3 — a [l Este parametro ira permitir a comparagéo do nosso sistema
biologico com os modelos estatistico de Eden e DLA, apresentados no inicio deste
tépico.

O comprimento de correlacdo foi extraido da superposicdo da reta que
acompanha o crescimento da funcado w vs L pela reta que acompanha a saturacao de
w, conforme serd mostrado mais adiante. Os resultados mostrados expressam a média
de 4 a 8 imagens de cada amostra — isto €, estudamos diferente biofilmes numa mesma

amostra - para o calculo do expoente de rugosidade a e o comprimento de correlagao &.
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A rugosidade do filme de Au nas imagens de AFM é varias ordens de grandeza
menor que o biofilme, por isso a sua contribuicdo para a nossa analise sera

desprezada.

3.3 Resultados e Analise:

A figura 3.3 mostra imagens de microscopia éptica das amostras de X. fastidiosa,
onde as setas indicam exemplos tipicos de biofiimes de bactérias. Cada imagem
representa uma amostra diferente, e destacamos 5, 20 e 30 dias para representar os
estadios iniciais, de maturagéo e degradacdo do biofilme, respectivamente.

(a) — 5 dias (b) — 20 dias (c) — 30 dias

Figura 3.3: Imagens de microscopia 6ptica de biofilmes de X. fastidiosa, com diferentes tempos de
crescimento. A barra de escala corresponde a 100 um.

A tabela 3.1 mostra os valores médios do didmetro e da distancia entre os
biofilmes para diferentes tempos de crescimento. Embora exista uma grande disperséo
dos valores devido ao pequeno numero de biofiimes em cada amostra, ~20, existe uma
tendéncia de aumento dos valores até 20 dias tanto no didmetro quanto na distancia
entre os biofilmes. Este resultado indica que, no primeiro estadio de crescimento (5a 15
dias), existe um processo de competicdo onde os biofilmes pequenos séao eliminados.
Note que de 10 para 15 dias o didmetro aumenta enquanto as distancias permanecem
praticamente as mesmas. Este processo € relatado como um gradiente de nutrientes

local causando pelo rapido crescimento dos biofilmes % 12,
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Tempo de Crescimento | Diametro Médio Distancia Média
[dias] [um] [um]

05 81 +52 280 + 150

10 68 + 25 400 £ 200

15 93 + 53 420 + 200

20 111 £ 49 500 + 250

30 78 £ 26 470 £170
Tabela 3.1: Didmetro médio e distancias entre os biofilmes calculados através de
imagens de microscopia 6tica.

Porém, para amostras com tempo de crescimentos maiores do que 20 dias, o
didmetro do biofilme diminui rapidamente, enquanto a distdncia tem uma leve queda.
Este comportamento pode ser atribuido a dois fatores: a escassez de nutrientes no
meio e ao desprendimento das bactérias do biofilme para a nucleacdo de novos sitios
no substrato.

20 dias 30 dias

opm 5 0 15 opm 5 10 15

2,46 pm

0.9 pm 04'1m 0.27 pm
51 51 51
4 4 4
ES— Esl T 3
2] 2] = 2]
14 14 1W/W
% 5 4 6 & 10 I S T S % 2 a6 s 1
(um] 0 2 4,6 8 10 0 2 4 6 8 10

[um]

Figura 3.4: Imagens tipicas de AFM para biofilmes de X. fastidiosa com 5, 10 e 30 dias. Abaixo de
cada figura hd o perfil correspondente & linha azul nas imagens.

A figura 3.4 mostra imagens topograficas de AFM para amostras apés
crescimento de 5, 20 e 30 dias. E possivel identificar uma parte compacta de bactérias

para 5 e 30 dias, enquanto que para 20 dias identifica-se esta parte compacta no fundo,
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com grandes estruturas na superficie. Abaixo de cada figura, hd um perfil da amostra
(linha azul), onde é possivel identificar uma diferenga de alturas de 2 a 3 um para 5 e
30 dias, e de ~5um para 20 dias. Estas estruturas observadas em 20 dias sugerem que
o cluster de bactérias tem uma orientacdo de crescimento vertical, e que podem estar
associados a formagédo de ramos na superficie causada pela competicdo de nutrientes
[02.04.0812] " 3lém do fato da bactéria poder desacoplar do biofilme de acordo com os
modelos mais aceitos ["*!. Para as amostras com 30 dias de crescimento, os agregados
sdo menores e a morfologia mostra uma cobertura de bactérias mais homogénea.

As figuras 3.5(a) e (b) mostram imagens tipicas de AFM de 30 x 30 pm?, para
dois diferentes biofilmes de X. fastidiosa numa mesma amostra, com 10 dias de
crescimento. A figura 3.5(c) mostra o comportamento da rugosidade em funcao de L
para ambas imagens, com 0s respectivos ajustes de retas para identificar o expoente
de rugosidade (a) e o comprimento de correlacdo (£). Pelas curvas fica claro que,
mesmo com estas pequenas areas de varredura, a saturagdo da rugosidade ocorre.
Através dos ajustes das retas € possivel identificar dois valores de a e dois de £ O
primeiro par de valores, a;. e &;., estao associados as estruturas de superficie de menor
escala. Elas representam as bactérias individuais, uma vez que & tem a mesma ordem
de gradeza de uma bactéria de X. fastidiosa, ~1um ". O segundo par de valores esta
associado (a»- € &) a conformacao caracteristica do biofilme, ou seja, a forma na qual
as bactérias estdo se organizando.

Nés obtivemos uma boa correspondéncia entre os valores de « e & obtidos para
ambas imagens (uma diferenca menor que 5%), indicando que diferentes biofilmes
numa mesma amostra tem comportamentos similares. A mesma andlise foi feita para
diferentes amostras, obtendo resultados similares. A diferenca na saturacdo da
rugosidade entre as duas curvas é de ~350nm, menor que o diametro de uma bactéria
(~500nm!™®)), e portanto desprezivel caso comparado com a altura total do biofilme, que

chegava a ~5um em nossas imagens de AFM.
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Biofilme X1 Biofilme X2
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Figura 3.5: (a) e (b) Imagens de AFM para dois diferentes biofilmes de X. fastidiosa numa mesma
amostra (10 dias). (c) Graficos de rugosidade vs L das imagens (a) e (b). Os expoentes de rugosidade e
comprimento de correlacdo estdo na tabela ao lado, onde as barras de erro provém dos ajustes das retas
nas curvas em (c).

A similaridade estatistica observada para biofilmes de uma mesma amostra —
como o observado para a figura 3.5 — indica que é coerente analisar curvas de w vs L
de diversos biofilmes e calcular valores médios ¢ e a. Isto fornece base para a anélise
fractal de imagens de AFM para biofilmes em diferentes amostras que estdo em
diferentes estagios de crescimento. A figura 3.6 mostra a dependéncia da dimensao
fractal (Df) e comprimento de correlagdo (¢) para diferentes tempos de crescimento.
Neste grafico os valores mostrados foram obtidos através da média de varios biofilmes
numa mesma amostra. A figura 3.6(a) mostra que a dimensao fractal varia entre 2.5 e
2.8, com uma tendéncia a valores menores em 20 dias. Para os biofilmes com um

menor tempo de crescimento, de 5 a 15 dias de inoculacdo '®!, o valor da dimensao
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fractal variou de Dr = 2.73 + 0.06 ~ 2.66 + 0.03, muito proximo para o valor esperado
para o modelo de Eden em trés dimensdes, Dr= 2,7. Por outro lado, para biofilmes mais
maduros (~20dias), a dimenséao fractal caiu para Dr = 2.57 + 0.08, um valor préximo
para o esperado do modelo DLA 1718 ‘D, ~2 5. Apéds este ponto, para a amostra de
30 dias, Draumenta para 2.68 * 0.06.

2580 T T T T T T T T T T T

LI

2,651

2,60 + i

Dimensao Fractal

2,551 i

2,50 l A
2,45 T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30

Tempo de Crescimento [dias]

0 T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30

Comprimento de Correlagéo &y [um]
+
—e—
e |
Lo

Tempo de Crescimento [dias]

Figura 3.6: (A) dimensao fractal e (B) comprimento de correlagdo em funcéo do tempo de crescimento do
biofilme de X. fastidiosa. As barras de erro refletem a dispersao de diferentes biofilmes numa mesma amostra.

27



Matsushita et. al.”®® sugeriram que o crescimento do biofilme é governado
primordialmente pela difusdo de nutrientes; o recrutamento de novas bactérias que
estdo soltas no meio é minimo °2%*'2_Quando a concentracédo de nutrientes ¢ alta, a
divisdo celular pode ocorrer aleatoriamente na superficie do biofilme. Pela analise das
imagens de microscopia otica e AFM, verificamos que a formacdo de biofilmes nas
etapas iniciais se d4 num ambiente rico em nutriente (alta concentracdo) o qual nao
limita o crescimento da colénia. Estas condicbes sao bem descritas pelo modelo de
Eden. Todavia os biofilmes maiores, observados para tempos de 20 dias, possuem uma
dimenséao fractal proxima do modelo DLA. Nés podemos assumir que a difusdo de
nutrientes pode ter diminuido devido ao tamanho dos biofilmes e a sua arquitetura mais
complexa para este caso; uma matriz EPS pode ter promovido uma barreira extra para
a difusdo de nutrientes. Para estes casos, o efeito blindagem em certas regides do
cluster, previsto pelo modelo DLA, pode ser associado para grandes agregados
observados nas imagens de AFM (figura 3.4).

Em 30 dias, a Df aumentou para 2.68 = 0.06. Este valor indica que o sistema
tende a voltar para o modelo de crescimento tipo Eden. A diminuicdo dos tamanhos
observados na microscopia o6tica adicionado com as pequenas areas observadas por
AFM indicam que estes biofilmes estdo em processo de degradacdao, onde a
concentracao de nutrientes ndo mais influencia neste crescimento.

Anderson et. al %%

estudaram teoricamente o crescimento dindmico e os padrdes
espaciais de colbnias de bactérias sob condicdes limites de concentracdo de nutrientes.
Eles chegaram a uma relagédo de dispersédo para o crescimento da interface da colonia,
observando que o crescimento local da colénia é proporcional ao fluxo de nutrientes.
Eles verificaram que a relacdo de dispersao mostra que a estabilidade de crescimento
depende de quanto os nutrientes penetram na colbnia. Para uma baixa taxa de
consumo, a distancia de penetracao € grande, e isto estabiliza o crescimento da colénia
numa forma compacta, enquanto para uma alta taxa de consumo a distancia de
penetracdo € pequena, o que leva a um crescimento de ramos instavel. N6s podemos
relacionar este resultado ao comportamento experimental observado em nosso sistema.
Com as imagens de microscopia Optica podemos analisar o perimetro do biofilme,

enquanto as imagens de AFM permitem o estudo das regides internas do biofilme,
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como mencionado anteriormente. As imagens de microscopia 6tica mostram que, para
amostras com 20 dias, a maioria dos biofilmes apresenta formatos irregulares, como
observado na figura 3.3(b). Este formato irregular pode ser visto — para esta escala de
magnificacdo — como a estrutura de ramos. Para amostras com 5 e 30 dias (como visto
nas figuras 3.3(a) e (c)), a maior parte dos biofilmes apresenta um perimetro circular,
sugerindo um padrao compacto. Estes resultados correlacionam muito bem com os
resultados de leis de escala usando as imagens de AFM, uma vez que formatos
circulares sao esperados para o modelo de Eden, enquanto o padrdo de ramos €
associado ao DLA. Nés podemos entao sugerir que, em nosso caso, as amostras com
pequeno tempo de crescimento (até 15 dias), onde o biofilme esta se formando, ocorre
uma grande penetracdo de nutrientes e por isso uma colénia (biofilme) compacta e com
formato circular é formada, como esperado no modelo de Eden. Quando o biofilme esta
formado e chega ao seu estado de maturagdo (~ 20 dias), o grande numero de
bactérias juntamente com a formacao de uma barreira de EPS, bloqueiam a difusdo de
nutrientes limitando a sua penetracéo, levando a formagdo da estrutura de ramos —
associada ao padrao DLA. Apés este estagio, o biofilme comeca a degradar, e a taxa
de consumo de nutrientes cai. Embora a concentragdo de nutrientes no meio ja seja
baixa neste estagio, a diminuicdo do numero de bactérias pode compensar este efeito,
retornando o biofilme para um formato mais compacto, caracteristico do modelo de
Eden.

O processo de crescimento normalmente mostra uma correlagao lateral ao longo
da superficie, que implica que diferentes sitios na superficie ndo sdo completamente
independentes, mas dependem das altura dos sitios de sua vizinhangca. Estas
correlacdes estao expressas na figura 3.6(b), que mostra a variagdo do comprimento de
correlagdo em funcédo do tempo. Sao observados valores entre 2,8 e 4 um para quatro
amostras, com excegao para 10 dias.

De Souza et. al.l'® descrevem que as colonias de X. fastidiosa se transformam
em biofilmes — ou seja, toda a col6nia fica encapsulada por uma matriz de EPS — entre
10 a 15 dias de inoculacdo. Podemos associar este fato ao valor de ¢ encontrado para
10 dias (~6um), uma vez que a formagcao completa da capsula de EPS pode mudar a

correlacao lateral dentro do crescimento, sem alterar drasticamente a sua morfologia
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(como observado em imagens de AFM). A diminuigdo do valor de ¢ apés 10 dias pode
ser interpretado como uma estabilizacao da producao de EPS.

3.4 Conclusoes

Com este estudo, verificamos os mecanismos de crescimento do biofilme de X.
fastidiosa tendo como fator de stress a escassez de nutrientes do meio. Com imagens
de AFM e microscopia 6tica caracterizamos a sua morfologia, tamanho e distancia entre
a vizinhanca em fung¢ao do tempo de crescimento. As mudancgas observadas podem ser
associadas a dois fatores principais: a concentragdo de nutrientes e a formacgao de
EPS.

Modelos de crescimento, o Eden e DLA, puderam ser associados as
propriedades de escala observados, com estruturas tipicas de cada modelo, regulares e
compactas (Eden) e irregulares e com ramos (DLA).

Além disso, pudemos verificar que com o estudo de uma pequena parcela da
superficie do biofilme (imagens de AFM) identificamos estagios da colénia como um
todo (maturacédo e degradacao). Isto indica que mesmo que o AFM seja limitado para
estudar um biofilme como um todo — pode chegar a didmetros de 400um, portanto
visiveis a olho nu — ele ainda é uma ferramenta Util e pode trazer contribuicoes

importantes para o estudo de pequenas regides da superficie de biofilmes.
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Capitulo 4
Espectroscopia de Forca

4.1 Introducao

Neste capitulo mostraremos um estudo da forca de interacdo de um par
antigeno-anticorpo. Este sistema é popular na biologia por possuir um tipo de interagéao

especifica conhecida como chave-fechadura "

, onde o anticorpo ir4 interagir
especificamente com um (ou mais) sitios na superficie de um antigeno especifico.
Desta forma, caso seja adicionado ao sistema um antigeno nao especifico a este
anticorpo, ndo havera o reconhecimento molecular destes sitios, e portanto nao
ocorrera uma interagao estavel entre os dois materiais. A ligacdo formada depende
fortemente da conformacdo das biomoléculas e envolve forgcas eletrostaticas, de van
der Waals, pontes de hidrogénio e forcas hidrofébicas °"!. Entende-se esta ultima como
sendo devido a interacdao da molécula com o meio, onde regides hidrofébicas tendem a
diminuir a area de contato com o meio aquoso, e portanto dois sitios hidrofdbicos
tendem a permanecer em contato.

O sistema estudado foi fornecido pela prof® Dagmar Ruch Stach Machado
(Instituto de Biologia da Unicamp), onde os antigenos (proteinas) foram extraidos do
capsideo viral do Citrus Tristeza Virus (CTV), um virus patogénico principalmente para
plantas citricas °?. Os anticorpos monoclonais (que interagem especificamente com
apenas um antigeno) foram extraidos de um coelho.

Como substrato plano utilizamos o Si e o InP essencialmente por dois motivos: o

primeiro é que a ponta do AFM é de SiNy, portanto uma rotina semelhante de
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imobilizagdo podera ser utilizada para o substrato e a ponta; e 0 segundo é devido a
aplicagdo destes substratos para o desenvolvimento de biossensores, conforme sera
discutido no capitulo 5.

Este capitulo esta dividido em trés partes, as duas primeiras estdo associadas ao
desenvolvimento do procedimento de funcionalizagdo e imobilizacdo de superficies
semicondutoras, enquanto a ultima ao estudo da espectroscopia de forga.

4.2 Funcionalizacao de Superficies Semicondutoras

A funcionalizacao consiste em ligar quimicamente numa superficie uma camada
de moléculas cujos grupos funcionais reajam com o material biolégico, de forma a
imobiliza-lo a superficie. Um reagente muito utilizado para a funcionalizagdo de
semicondutores é o 3-AminoPropilTrietoxi-Silano (APTES) 2. Este faz uma ligacdo
cruzada com o Oxido nativo do semicondutor e o grupamento carboxila da biomolécula
(por exemplo uma proteina), promovendo a imobilizagdo. E de extrema importancia que
a superficie funcionalizada seja homogénea e com baixa rugosidade para que os
radicais da superficie estejam ordenados. Isto faz com que ocorra uma ligacao eficiente
da biomolécula com a camada de reagente.

A principio o APTES liga-se parcialmente a superficie (figura 4.1), sendo
necessario um "tempo de cura" sob aquecimento para que a ligacao da terminacao etil
se realize por completo. Desta forma é possivel formar um filme uniforme de poucas
camadas onde o grupo funcional NH> do APTES fica exposto. O NH; reage fortemente

com o COOH, geralmente presente em moléculas bioldgicas.

OCH2CHs
OH  CHsCH0 o / 0
- Si O—— Si—— (CHz)sNHz
OH 4+ CHsCH20 Si —— (CHz2)sNH2 ~_
- / OCH2CHs o/

OH CH3CH20
(CH2)3sNH2

SiO or InP APTES Oven 105°C

Figura 4.1: Desenho esquematico de como o APTES se liga a uma superficie semicondutora

promovendo a silanizagao.
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Utilizamos imagens topograficas de AFM para estudarmos a rugosidade da
superficie de Si, InP e Mica (para efeito de comparacéao) funcionalizadas com APTES.
Para cada substrato foram variadas as condi¢cées de preparacdo da amostra conforme

sera descrito na metodologia a seguir.

Metodologia

Utilizamos um procedimento de limpeza padrao para substratos semicondutores,
que consiste na imersdo em acetona (5min), seguida pela imersdao em isopropanol
(5min) com secagem em ambiente de N». Foi entdo utilizado buffer HF para remover a
camada de o6xido antiga do semicondutor, permitindo que uma nova — e uniforme —
fosse formada.

Para efeito de comparacdo, o mesmo procedimento foi realizado num substrato
de mica, o qual teve a sua primeira camada clivada para que um plano limpo ficasse
exposto.

Para todos os substratos variamos a concentracdo de APTES, de 0.1% a 10%
(porcentagem do volume diluido). Utilizamos como veiculo para diluicdo do APTES o
Tolueno.

A solucao com APTES foi colocada em beckers e aquecida a ~ 70°C em um
hotplate. As amostras ficaram imersas nesta solucdo aquecida durante 6h. Os
substratos passaram por uma lavagem de tolueno e isopropanol e permaneceram em
estufa a 105°C durante 12h.

As amostras foram medidas a seco no AFM Agilent 5500 em modo nao contato
usando pontas de SiNx (NSC14-AIBS da yuMash).

Resultados e analise
A figura 4.2 mostra uma imagem topografica de AFM onde a superficie de Mica
que foi funcionalizada com APTES 1%. Esta amostra foi preparada apenas para

controle, pois como a superficie da Mica é extremamente plana, possibilita a
comparacao das alturas das estruturas da amostra. Dentre as varias concentracdes
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preparadas, a de 1% mostrou uma interface na qual a superficie ndo esta totalmente
coberta com APTES, de forma que é possivel detectar a existéncia de ilhas com alturas
uniformes em torno de 2nm, como mostrado na figura 4.2-A e no perfil da figura 4.2-B.
Este comportamento é caracteristico de formagao de camadas uniformes na superficie,
embora naturalmente tratar-se de mais de uma monocamada, pois o APTES é uma
molécula pequena e possui dimensdes muito menores do que 1nm!%. Existem também
grandes aglomerados distribuidos uniformemente na superficie, sugerindo que parte do
APTES foi polimerizado e precipitou.
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Figura 4.2: (A) Imagem topografica de AFM de mica com APTES, preparado com tolueno. (B)
Perfil indicado na imagem topografica

Nas figuras 4.3 e 4.4 temos sequéncias de imagens para os substratos de Si e
InP onde, com excecdo das concentracdes, o procedimento de funcionalizacdo foi
realizado nas mesmas condigdes que o substrato de Mica. Variamos as concentracdes
do APTES de 0.5, 1.0, 5.0 e 10%, para ambos os substratos. Nas concentragdes de 5 e
10% havia precipitados de APTES visiveis a olho nu tanto no substrato de Si quanto no
de InP; estas amostras foram desconsideradas na analise.

Na figura 4.3-A, temos a superficie de Si apds a limpeza. Para a amostra de
0.5% (figura 4.3-B) nota-se a formacédo de ilhas, onde no perfil ao lado € possivel
identificar um degrau em torno de 3nm (seta) e um segundo degrau com altura em
torno de 5nm, indicando o inicio da formacao da camada de APTES, onde a altura do

primeiro degrau é semelhante ao substrato de Mica (figura 4.2). Quanto a amostra
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APTES 1% (figura 4.3-C), identificamos uma cobertura uniforme de APTES em toda
superficie.

000pm 0,20 0,40 0,60 0,80

213 nm

0,00 nm

(A)—Si Controle

69 nm
— Profile 1
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(B) — Si APTES 0.5%

0,00 pm 0,20

0,00 = 8,6 nm
0,20
0,40
0,60
0,80
0.0 nm

(C) — Si APTES 1.0%
Figura 4.3: (A) Substrato Si. Amostras com APTES com concentracdes de 0.5% (B); 1% (C).

36



Amostra Rugosidade
[nm]
Si controle 0.2+0.03
Si 0,5% APTES 1.50.2
Si 1.0% APTES 0.7£0.2

Tabela 4.1

A tabela 4.1 mostra a rugosidade das imagens. Embora tenha apenas duas
concentracoes diferentes, é possivel identificar um aumento da rugosidade do inicio da
formacéo das ilhas para a concentracdo de 0.5% (1.5nm), onde temos uma camada
incompleta de APTES. Na sequéncia a rugosidade diminuiu para 0.7nm onde a camada
de APTES aparentemente cobriu totalmente a superficie.

Fazendo uma analise semelhante para o substrato de InP, a figura 4.4 mostra
imagens de AFM das amostras controle, 0.5, e 1.0% de APTES. Novamente, é possivel
observar o inicio da formagdo da camada de APTES na amostra 0.5% APTES (figura
4.4-B), onde o perfil mostra um degrau de ~ 2,5nm, préximo ao da mica. Na sequéncia,
para a amostra de 1.0% de APTES existe uma granulagdo uniforme na superficie
(figuras 4.4 C).

A tabela 4.2 mostra a rugosidade das amostras de InP. Ao contrario das
amostras de Si, o InP ndo forma um pico na rugosidade quando ha o inicio da formacgéao
das camadas de APTES, em 0.5%. Mas ha uma tendéncia de manter a rugosidade até
o fim do recobrimento da superficie por APTES, 1.8 e 1.7nm para 0.5 e 1.0% APTES
respectivamente. Em 0.5%, o valor da rugosidade do Si e InP foram préximas, 1.5 e
1.8nm respectivamente, porém quando houve o recobrimento total da superficie em 1%
de APTES, o valor da rugosidade do Si diminuiu para 0.7nm, enquanto o InP se

manteve em 1.7nm.
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| Figura 4.4: (A) Substrato InP. Amostras com APTES com concentragdes de 0.5% (B); e 1.0% (C)
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Amostra Rugosidade
[nm]
InP controle 0.2+0.04
InP 0,5% APTES 1.840.2
InP 1.0% APTES 1.740.1

Tabela 4.2

Para ambos substratos detectamos o aumento da rugosidade com a adicao de
APTES, que indica que este reagente estd aderindo a superficie e portanto,
possivelmente, estas estdo sendo funcionalizada. As imagens mostram que a formagéao
completa da camada de APTES nas amostras ocorre em 1% APTES, porém
aparentemente para o substrato de Si o filme formado esta mais uniforme, isto devido a
sua baixa rugosidade em relacédo ao InP para as amostras com APTES 1%. Embora as
rugosidades de Si e InP controle sejam prdoximas, ou seja, apresentam camada de
6xido nativo com uniformidade semelhante, este estudo indicou empiricamente que o Si
forma uma camada de APTES mais uniforme, e, como veremos na sessdo 4.5 isto
possivelmente favoreceu a imobilizacdo de material biol6gico na superficie.

Desta forma, para as proximas etapas deste trabalho, iremos utilizar o
procedimento acima desenvolvido para a funcionalizacao de substratos de Si e InP com
APTES, ou seja, para ambos iremos utilizar uma concentracao de 1% de APTES em
tolueno, nas condi¢des descritas na metodologia.

4.3 Imobilizacao de antigenos e anticorpos em superficies semicondutoras

Uma vez desenvolvido o procedimento para a funcionalizagao do Si e InP com
APTES, vimos que com uma concentracdo de 1% de APTES temos a formacéo de
camadas sobre toda a superficie do semicondutor.

Como préxima etapa, é necessario imobilizar o material biolégico na superficie.
Utilizamos o anticorpo AB37 (37.d.09) que interage especificamente com o antigeno
CcB22 1 cujas concentragdes foram os mesmos (padrdes) que o grupo do prof. Lauro
Tatsuo Kubota (Instituto de Quimica — Unicamp) utiliza para experimento de SPR
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(Surface Plasmon Ressonance). O SPR €& uma técnica que também necessita a
imobilizagdo do material numa superficie .

A figura 4.5 mostra um esquema de como as amostras foram preparadas. As
etapas A e B mostram os processos de limpeza e funcionalizagao, ja discutidos na
sessao 4.2. A etapa C mostra a adicdo do material biolégico diluido em um tampao
salino com pH 7.2 (PBS - Phosphate buffered saline). Foram preparadas tanto amostras
com o anticorpo AB37 (15ug/ml) quanto com o antigeno CB22 (20ug/ml) imobilizados

na superficie.

Buffer HF APTES 1% Antigen Ch22 iZasein 2%
205 in Toluol 1% g/mlin FES inFES
Siar InF :>| SiarinF |[>| SiarnF | SiorinkP

Etapa A Etapa B Etapa C Etapa D
Figura 4.5: Desenho esquematico da funcionalizagao e imobilizagdo de substratos de Si e InP.

O radical amina (NH2) do APTES reage fortemente com moléculas bioldgicas;
como queremos medir a interacao especifica entre antigeno-anticorpo, € importante
bloquear as terminagdes amina para que estas nao interfiram em nossas medidas.

Para tanto é necesséaria a adicao de moléculas que inibem o NH, do APTES
(figura 4.5 - Etapa D); em ensaios de ELISA é comum utilizar o aminoacido Caseina
(2% em PBS) para esta finalidade .

Por se tratar de macromoléculas e interagdes especificas, um anticorpo ira
interagir com uma pequena fragdo da superficie do antigeno, de forma que se o
antigeno ou anticorpo nao ficarem com o sitio de interacdo expostos no momento em
que foram imobilizados, a interacdo podera nao ocorrer. Trabalhamos com areas das
amostras semicondutoras de ~ 4x4mm. Podemos entao afirmar que trabalhamos com
populacées de antigenos e anticorpos, de maneira que € necessario estudar se parte
destas populagbdes estdo biologicamente ativas (termo utilizado para indicar que as
moléculas bioldgicas estdo no seu estado nativo).
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Além das medidas de espectroscopia de forca que serdo apresentadas na
proxima sessdo, utilizamos analise bioquimica independente para auxiliar nossos
estudos e verificar se estas moléculas estdo biologicamente ativas. Ensaios com a
técnica ELISA — bem estabelecido como referéncia na area — serdo apresentados a

sequir.
ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)

Este ensaio constitui-se num método para quantificar um antigeno ou anticorpo
primario imobilizado em uma superficie sélida. Um anticorpo secundario especifico com
uma enzima ligada de forma covalente em sua base (vide figura 4.6 A), faz uma Unica
ligacdo especifica no antigeno ou anticorpo primario imobilizado na superficie. O papel
desta enzima é pela mudanca de coloracdo de um substrato de pNPP (phosphatase
Substrate) que € adicionado ao meio. Desta forma, a quantidade de
antigenos/anticorpos primarios imobilizados é proporcional a quantidade de anticorpos
secundarios, que por sua vez possuem a enzima que colora o substrato pNPP (uma
solugao). Através de espectrofotometria é possivel identificar a intensidade da cor do
substrato pNPP e com isso determinar a concentracdo de antigenos imobilizados na
superficie.

Uma vez que o anticorpo secundario é produzido por um camundongo, este é
popularmente conhecido como antimouse.

As amostras foram preparadas em substrato de Si ou InP (com dimensdes ~
2x2mm) funcionalizados com APTES 1%, onde o antigeno CB22 ou o anticorpo AB37
foi imobilizado. Ap6s a imobilizacdo, as amostras foram bloqueadas com caseina.

Para os ensaios de ELISA, utilizamos um antimouse que reconhece o anticorpo
AB37. Todo material mencionado acima foi fornecido pela professora Dagmar
Machado.

Os ensaios de ELISA foram modificados em relacdo ao padrdao para adaptacao
as nossas amostras. Ao invés de utilizarmos pogos com material polimérico que
imobilizam o anticorpo (como o padrio, figura 4.6B) [°®!, utilizamos substratos de Si ou
InP funcionalizados com APTES para a imobilizacao. Os substratos ja funcionalizados
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foram colocados dentro de eppendorfs, e o ensaios de ELISA foram realizados dentro
dos mesmos. Ao funcionalizarmos os substratos, ndo apenas a sua face superior mas
toda a sua superficie ficava em maior ou menor grau encoberta por APTES. Durante a
clivagem dos substratos, nem sempre todos os pedacos ficavam do mesmo tamanho, e
por isso tinhamos uma grande variacdo da sua area superficial, e portanto uma
variacao consideravel da quantidade de anticorpos imobilizados. Isto limitou um pouco
a técnica, conforme iremos discutir mais adiante, optamos por nao caracterizar a
quantidade de anticorpos/antigenos imobilizados, mas apenas se havia uma quantidade

detectavel dos mesmos na superficie.

Enzima —

A N A - Anticorpo
imobilizando . —»> / lcorp
na superficie 5 . - primario

+ substrate

* ~t | sub
¥* ubstrato que
Anticorpo —# *)\ . ** }\ #)\ *)\ #L u)‘ mudou de
Secundario coloragao
(antimouse) e s o % . e & e s 8 & o a8 & ®

Figura 4.6 : (A) Desenho esquematico do ensaio de ELISA. (B) Pogos de material polimérico onde o
experimento € realizado. Este material é tratado de forma que sua superficie fique carregada
positivamente, e isto adere eletrostaticamente os anticorpos primarios. Os pogos com solugao azul
indicam a mudanca de coloracdo do substrato e portando a existéncia dos anticorpos primarios. A
intensidade da coloracdo indica a concentracéo de anticorpos!®®.

As amostras ja com o material biol6gico imobilizado e bloqueado foram imersas
em 150ul de antimouse (1:10000 em PBS) durante 1h em estufa a temperatura
fisioldgica (37°C). Apds, foram submetidas a uma lavagem cuidadosa com PBS — para

nao deixar residuos de antimouse no recipiente — e colocadas em 200ul de substrato
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pNPP (Sigma) durante 1h em estufa. Apés a reagao, 100ul do substrato pNPP foi

recolhido para a leitura de Densidade Optica (D.O.).
Resultados e analise:

Conforme foi descrito anteriormente, o antimouse tem que fazer uma ligacao
especifica com o anticorpo para se fixar na amostra. Porém é possivel que o antimouse
se ligue em regides nao especificas da superficie que ndo sdao de nosso interesse.
Nestes casos o ELISA pode sinalizar a presenca de anticorpos primarios sem que eles
realmente estejam na amostra. Chamamos estes casos de “falso positivo”. Para
verificar se o falso positivo estava ocorrendo, um par de amostras controle foram
funcionalizadas com APTES, que tem forte interacdo com biomoléculas. Uma amostra
era bloqueada com caseina enquanto a outra ndo. Na amostra bloqueada espera-se
um resultado negativo, enquanto para a amostra ndo bloqueada, que dé falso positivo.
A ideia é verificar se a caseina esta bloqueando todas as ligagdes nao especificas que
o antimouse pode fazer, sobrando apenas as ligacoes especificas dos anticorpos.

O nosso sistema foi calibrado com estes controles, nos quais com o negativo
esperavamos uma resposta minima da D.O, enquanto para o positivo uma resposta
maxima. Adotando como zero a resposta do negativo e 1 como resposta do positivo,

normalizamos 0 nosso sistema.
Imobilizacées em substratos de Si e InP:

A tabela 4.3 representa as amostras preparadas utilizando substrato de Si e InP,
com o resultado esperado e as respectivas densidades épticas normalizadas. Uma vez
que este ensaio de ELISA é modificado (depende também da area do substrato), ndo
arriscamos estimar o volume de material biolégico imobilizado, mas sim se houve ou
nao imobilizacdo do material. Durante os nossos ensaios com ELISA, observamos que
algumas amostras sem antimouse tiveram um sinal de fundo na D.O. de ~ 0.02. Como
veremos adiante, todas as nossa respostas foram, pelo menos, dez vezes maior que

este sinal de fundo, sendo que este nao nos induzira a falsas conclusoes.
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Analisando os resultados apresentados na tabela 4.3, observa-se que as
amostras controle A e B sinalizaram nitidamente conforme o esperado, confirmando
que 0s nossos resultados ndo sao falso positivos, e que o bloqueio de caseina esta
sendo eficiente.

Amostra — Substrato de Si ou InP Resultado D.O.*** D.O.
Esperado** Substr. Substr.
InP Si
A - Controle | APTES Falso Positivo 1.00 1.00
B — Controle | APTES - caseina* Negativo 0.02 0.00
C APTES — AB37 — caseina* Positivo 0.36 0.65
D APTES - CB22 — caseina* — AB37 Positivo 0.44 0.25

* Bloqueio
**Positivo = antimouse foi imobilizado; Negativo = antimouse n&o foi imobilizado.
***Densidade Optica normalizada em relagéo aos controles

Tabela 4.3: Ensaio de ELISA para imobilizagdo em substratos de Si InP.

A amostra C indica que houve imobilizagao significativa do anticorpo AB37
ambos os substratos. Para verificar a imobilizacdo do antigeno CB22 na superficie —
uma das condi¢cdes necessarias para as medidas de espectroscopia de forca —

91 Esta consiste

utilizamos a técnica conhecida como “ELISA sanduiche” na literatural
em imobilizar o antigeno CB22 e na sequéncia adicionar anticorpos AB37 que irao
interagir com este antigeno. Uma vez que o antimouse nao interage especificamente
com este antigeno, utilizamos o anticorpo AB37 que possui afinidade com o CB22, que
por sua vez se liga com o antimouse em questdo. Desta forma foi possivel detectar
indiretamente que o antigeno CB22 imobilizou na amostra, conforme indica a amostra D
da tabela 4.3.

Os resultados da tabela 4.3 mostram que os materiais bioldégicos foram
imobilizados nas superficies planas de Si e InP, e que existe uma populacao detectavel
que esta biologicamente ativa. Isto indica que o processo utilizado € funcional e que é
adequado para as medidas de espectroscopia de for¢ca, que serdo mostradas na
sessao 4.5.
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4.4 Funcionalizacao e imobilizacao de anticorpos em pontas de AFM

Para o tratamento das pontas de AFM (MLO06-Veeco, alavanca E, k=0,1N/m),
utilizamos o mesmo procedimento utilizado para os substratos de Si e InP descrito nas
sessoes 4.2 e 4.3. Desta forma, a figura 4.7 representa esquematicamente as etapas
de preparacao da ponta, iniciando da ponta limpa (etapa A), funcionalizada com APTES

(B), imobilizada com anticorpos (C) e bloqueada com caseina (D).

0 : o .
Ponta Limpa APTES 0,1% Anticorpo AB37 2% de Caseina

em Tolueno 20pg/ml em PBS em PBS
LA
Etapa A Etapa B Etapa C Etapa D

Figura 4.7: Desenho esquematico da funcionaliza¢do e imobilizagado da ponta de AFM.

Fizemos um breve estudo para verificar a uniformidade do filme de APTES na
ponta, e verificamos — usando imagens Microscopia Eletronica de Varredura (MEV com
0 equipamento Phenom da FEI Company ) — que para concentragdes de APTES de 1%
ocorria uma aglomeracao deste reagente polimerizado na ponta e principalmente na
alavanca, inviabilizando-a para as medidas de forca (figura 4.8 C). Isto fazia com que as
medidas de forca da espectroscopia ficassem nao especificas, e com forcas muito mais
altas do que o esperado (da ordem de dezenas de nN).

Para resolver o problema, diminuimos a concentracdo de APTES em tolueno, de

1% para 0,1% e 0,5%, e analisamos as imagens de MEV das pontas (figura 4.8 A e B).
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APTES 1.0% APTES 0.1% - Anticorpo -Caseina
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Figura 4.8: Pontas de AFM funcionalizadas com APTES em diferentes concentragées: (A) 0.1%, (B) 0.5%
e (C) 1%. (D) Ponta ja com o anticorpo imobilizado e bloqueada com caseina.

Embora seja possivel identificar sinais de polimerizacao em todas as pontas, a
ponta com 0.1% de APTES teve a extremidade livre da polimerizacdo. Caso o filme de
APTES tenha se formado em toda a sua superficie, temos uma ponta apropriada para

as medidas de forca.
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A imagem 4.8 D mostra uma ponta funcional, com o anticorpo imobilizado e o
APTES bloqueado com caseina. Repare que a extremidade da ponta continua
desempedida para as medidas e — caso 0 anticorpo esteja biologicamente ativo — esta
ponta € prépria para as medidas de for¢a. Durante a manipulagao desta ponta, uma das
bases da alavanca triangular rompeu, e por isso a ponta estd inclinada. Uma vez que a
ponta continuou integra, este dano na alavanca néo prejudicou o estudo das imagens
em MEV. Nenhuma das pontas deste estudo foi (re)utilizada para as medidas de
espectroscopia de forga.

Desta forma verificamos que a concentracao ideal de APTES em tolueno para a
funcionalizacdo de pontas € de 0.1%, e que 0s processos de imobilizacdo e bloqueio
foram uniformes. A extremidade da ponta de AFM é uma estrutura nanométrica; a unica
forma de certificarmos se ela é funcional é através das medidas de espectroscopia de

forca, conforme iremos discutir na proxima sessao.

4.5 Espectroscopia de forca: interacao antigeno-anticorpo

O AFM permite realizar o estudo de forcas de interacdo entre moléculas
biolégicas imobilizadas em sua ponta com as moléculas imobilizadas na superficie de
uma amostra.

Imobilizamos os antigenos CB22 nos substratos de Si e InP, enquanto para a
ponta imobilizamos o anticorpo AB37. O motivo pelo qual utilizamos substratos
semicondutores como suporte para os antigenos sera esclarecido no capitulo 4, onde
utilizamos estes como plataformas para o desenvolvimento de biossensores. O nosso
objetivo neste capitulo € medir as forgcas de interacao especificas entre antigeno e
anticorpo. Porém esperamos que outras interagcdes nao especificas entre outras
moléculas do sistema também ocorram, como por exemplo as interacbes caseina-
caseina, caseina-anticorpo e caseina-antigeno. Desta forma, durante as medidas
teremos um resultado das interagdes especificas (antigeno-anticorpo) e interacées nao

especificas. A figura 4.9-A representa esquematicamente esta medida.

47



Para verificar a contribuicdo das forcas especificas durante as medidas, foi
adicionado o antigeno CB22 livre na solucdo de forma que ele se ligasse
permanentemente ao anticorpo da ponta (figuras 4.9 B e C). Desta forma os anticorpos
seriam impedidos de interagir com os antigenos da amostra, bloqueando a interacao
especifica entre eles. Assim havera a troca de uma interacdo especifica antigeno-
anticorpo para uma nao especifica antigeno-antigeno, e queremos verificar se esta
mudanca influencia de forma detectavel nas medidas da espectroscopia de forca — uma
diminuicdo da forca ). Este processo bloqueia permanentemente a ponta, inutilizando-

a para este tipo de experimento.

Sior InP Si or InP Si or InP

(A) (B) (C)

Figura 4.9: Desenho esquematico da medida de espectroscopia de forca. (A) Medida convencional dos
anticorpos da ponta com os antigenos da amostra. (B) Adicdo de antigenos livres na solugéo. (C)
Antigenos livres bloqueando os anticorpos da ponta.

Metodologia

Funcionalizamos e imobilizamos um total de seis pontas para os experimentos
(MLO6-Veeco, alavanca E, k=0,1N/m), onde apenas uma delas ndo se mostrou
funcionalizada (sem resposta nas medidas de forga, possivelmente devido a danos no
processo). Destas pontas duas foram utilizadas para medidas em substrato de Si e trés
para substratos de InP (tanto o Si quanto o InP tiveram as suas superficies
funcionalizadas e imobilizadas conforme descrito na sesséao 4.2).

As medidas foram realizadas dentro de uma célula de volume 60mL contendo

tampao PBS. Esta célula possui canais que permitem a entrada e saida de solucao
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dentro do meio, tornando viavel a injecdo do antigeno livre (na concentragdo de
20ug/ml).

Todas as alavancas tiveram a sua constante de mola recalibrada por um
processo de flutuacao térmica. Este processo esta descrito no apéndice 1 desta tese.

O periodo do ciclo da medida de for¢a foi de 1s, e 0o deslocamento vertical da
ponta era da ordem de 50 a 100nm. As forcas foram medidas em conjuntos de 10 em
10 ciclos, variando para cada conjunto a regido da amostra.

Resultados e Analise

A figura 4.10 mostra uma curva tipica do deslocamento da ponta pela forca
detectada, semelhante a mostrada na figura 2.5. Note que na aproximagcdo nao é
possivel detectar a forga atrativa de van der Waals. Esta for¢ca tem origem a partir da
interacdo entre dipolos elétricos, e como estas medidas estdo sendo realizadas em
meio aquoso (tampao PBS) e portanto com moléculas polares, os dipolos da solugéo
blindam esta interacao, tornando-a indetectavel no nosso sistema. Ja no afastamento
da ponta é possivel detectar um pico de forgca de aproximadamente 0,5nN. Este pico
mostra certa irregularidade ao se desprender as amostra (comparado a figura 2.5). A
seta azul indica a existéncia de duas inclinacées no regime em que a alavanca esta
defletida para baixo. Além disso, no momento em que a ponta se solta do substrato, isto
nao se da de maneira uniforme pois observamos degraus na curva representados pela
seta vermelha na figura. Isto sugere que a ponta ndo esta soltando abruptamente da
amostra, e portanto que ela esta se soltando por partes da superficie.

O fato destas medidas terem sido feitas em meio liquido — tampao PBS —
também pode ter contribuido com a dispersao que é observada na figura 4.10 devido a
interacdo do meio com as superficies da ponta-amostra. Esta interacdo pode ser
entendida como um trabalho de adesao entre duas superficies (ponta-amostra) que se
encontram num terceiro meio (tampdo PBS)®l. Conforme ja haviamos mencionado
anteriormente, medidas em meio de tampao PBS séo condi¢cao necessaria para que as

moléculas biologicas estejam em seu estado nativo (in vitro). Uma vez que esta
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condicao foi repetida durante todo o estudo, podemos considerar a influéncia do meio

como um background em nossas medidas, tornando viavel o seu estudo comparativo.
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Figura 4.10: Gréfico tipico de forga vs disténcia da intera¢do antigeno-anticorpo. A curva preta mostra a
deflexdo da alavanca no momento em que a amostra se aproxima da ponta, enquanto a vermelha, no
momento em que a amostra se afasta da mesma. As setas azul e vermelha mostram instabilidades na
curva, que podem estar associadas ao desprender da amostra.

Para cada ciclo de aproximacgao e afastamento, era possivel detectar um padréao
diferente de degraus na curva de forca pelo deslocamento. Isto gerou uma dispersao na

medidas de forca que pode ser visto nos histogramas da figura 4.11.
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Figura 4.11: Medidas em ordem cronolégica com a ponta funcionalizada com anticorpos AB37 e amostra
com antigenos CB22
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A figura 4.11 mostra uma sequéncia de mais de 500 ciclos de medidas de forca
em seis regides diferentes da amostra (em ordem cronoldgica) para o par antigeno-
anticorpo em substrato de Si. O ajuste linear (reta vermelha), mostra qualitativamente
que embora tenha uma dispersao grande, aparentemente a forca se mantém constante.
Um comportamento semelhante foi observado para o substrato de InP. Isto indica que o
desgaste da ponta devido ao contato com a amostra estd sendo minimo e portanto
podemos desprezar este efeito para a analise que sera apresentada a seguir.

As figuras 4.12A e B mostram os histogramas dos resultados de mais de 450
ciclos de forca vs distancia medidos para a interagdo antigeno-anticorpo em amostras
de Si e InP. Para a amostra de Si utilizamos dois pares de pontas/amostras diferentes,
enquanto para o InP trés pares diferentes. Estes histogramas representam a
sobreposicao de todas as medidas para os diferentes pares.
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Figura 4.12: Histogramas das medidas de for¢a do sistema antigeno-anticorpo feitas por AFM para o Si (i)
e para o InP (ii). Histograma A: interagdo antigeno-anticorpo; Histograma B: adi¢cdo de antigenos livres na
solugao; Histograma C: apds 20 min da adigao dos antigenos.

51




Os histogramas A, tanto de para o Si quanto para o InP, mostram a distribuicao
de forcas antes de colocarmos os antigenos livres na solugéo. Ja para os histogramas
B houve o inicio da adigdo do antigeno livre na solucao, enquanto para os histogramas
C o antigeno livre ja havia sido totalmente inserido, e estava atuando na solucéo ha
pelo menos 20min.

Pelo ajuste das Lorentzianas nos histogramas, vemos que os valores iniciais de
forcas médias iniciaram em 1.06+0.18 € 0.73+0.19nN (Si e InP respectivamente); apos
o inicio da injecao do antigeno na solucao eles cairam para 0.78+0.20 e 0.44+0.24nN,
e por fim estabilizaram em 0.38+0.12 € 0.24+0.19nN.

Houve entdo uma queda no valor da for¢a de 64% para o Si e 67% para o InP
(representando a passagem dos histogramas A para o C) ap6s a injecao do antigeno
livre. Esta queda da forca sinaliza que o antigeno livre na solucao esta “impedindo” que
a ponta imobilizada com o anticorpo interaja com o antigeno do substrato, diminuindo
assim a forca de interacdo. Em outras palavras, estamos trocando uma interagéao
especifica antigeno-anticorpo por uma nao especifica antigeno-antigeno, e isto esta
causando uma queda no espectro de forgas claramente detectavel.

Os histogramas B estao representados apenas de forma ilustrativa, pois apesar
de indicarem que a forga esta diminuindo, n&o tivemos o controle do fluxo de antigenos
que era adicionada na célula liquida, apenas da sua concentracéo final.

As forcas medidas para o substrato de Si foram maiores do que para o InP
(foram aproximadamente 50% maiores para os histogramas A e C), ou seja, pode-se
dizer que para o Si houve uma maior imobilizacdo de material biol6gico, e que este foi
bloqueado pelo antigeno livre proporcionalmente em cada uma das situagdes. Desta
forma, mesmo o InP tendo uma menor imobilizacdo que o Si, ele se comportou de
maneira semelhante. Ressaltando que as condigdes experimentais foram as mesmas
para os dois substratos, isto € um indicativo que o Si tem melhor afinidade para
funcionalizar e imobilizar material biolégico do que o InP, ao menos com o

procedimento utilizado neste trabalho.
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4.6 Imagens topograficas do Citrus Tristeza Virus

As pontas de AFM com os anticorpos AB37 imobilizados, podem ser utilizados
como um bionanossensor, o qual utiliza as propriedades mecéanicas da alavanca — sua
deformagéao elastica — como elemento sensor para a detecgdo. Desta forma, € possivel
detectar uma interacao especifica conforme foi descrito na secao anterior.

Devido a sua dimensado, este sensor pode ser utilizado para deteccdo de
estruturas nanométricas, como por exemplo a superficie do capsidio viral do CTV, no
qual o anticorpo utilizado tem interagao especifica.

Para que este estudo fosse possivel utilizando AFM, foi necesséaria a
imobilizagdo do virus CTV numa superficie plana, a mica. Este material € formado por
diversos planos de silicato sobrepostos que, quando clivados, expdem cargas negativas
que interagem com a matérial'®. Caso o capsideo possua cargas predominantemente
positivas, este podera interagir eletrostaticamente com a superficie da mica ficando
imobilizado. Caso estas cargas sejam negativas, por intermédio de um cation de Mg?*,
podemos promover a imobilizacao.

A seguir, faremos um breve relato dos resultados que obtivemos deste estudo.
Metodologia

A solucdo com CTV, fornecida pela prof®* Dagmar Machado, foi diluida agua
deionizada 18MQ na proporcao de 1:1, e uma mica circular (Ted Pella, didametro 7mm)
foi clivada expondo um plano limpo.

Preparamos dois tipos de amostras: (i) uma diretamente em cima da mica, onde
adicionamos 4ul de solugdo com CTV, aguardando 5min; e outra (i) em que
adicionamos MgCl, (10pl durante ~ 10s), para a formagdo da camada de cations Mg?*,
e apods isso inserimos a solucdo com CTV nas mesmas condi¢cées que o item anterior.
O motivo destas duas preparagdes € de descobrir o tipo de carga predominante da

superficie do capsideo.
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Lavamos delicadamente o substrato com &gua deionizada, e secamos as
amostras em atmosfera de No. As amostras foram medidas em AFM em modo nao
contato com pontas NSC14 da uMash em ar.

Analise e discussao

Para todas as amostras, foram observadas grandes quantidades de estruturas
com caracteristicas biolégicas aderidas a superficie (figura 4.13-A). Estas estruturas
foram encontradas com mais frequéncia em amostras com MgCl,, indicando que estas
tinham cargas predominantemente negativas.

Pela analise de dimensdes, detectamos que a altura média destas estruturas
eram de ~ 2nm, enquanto esperdvamos encontrar ~10nm para virus de CTVI®. As
alturas encontradas estdo compativeis as de DNA dupla fital®", e, acrescentando o fato
da conformacao caracteristica, podemos concluir que se tratam de tais estruturas.

Em raras situagbes, encontramos estruturas com dimensdes e conformacao
condizentes aos CTV (figura 1-B). Acreditamos que isto foi ao acaso, e que existe
pouca (ou nenhuma) interacdo do virus com a superficie da mica independentemente
do hﬂg(}b.
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Figura 4.13: Imagens de AFM da amostra com virus CTV. (A) Estrutura biolégica com dimenséo de
DNA (altura ~ 2nm). (B) Estrutura com dimensao de CTV (~10nm).

0.1 nm
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Conclusao

Verificamos que na solucdo com CTV existe uma populacdo de DNAs que
interagem com o substrato de Mica com MgCly, sendo facilmente detectados nas
imagens de AFM, indicando que estes tem cargas predominantemente negativas.

Dos poucos CTVs encontrados, acreditamos que a interacao eletrostatica entre o
capsidio e a mica nao estava sendo suficiente para aderi-lo a superficie, e que os
poucos casos encontrados tratava-se de mera precipitacao do virus. Além disso existe
a hipétese das amostras estarem degradadas, e que o capsidio viral tenha se
desestruturado despejando o material genético na superficie.

Uma vez nao encontramos um procedimento eficiente para a imobilizacao do
CTV numa superficie plana, e que possivelmente as amostras estavam degradadas,

nao foi possivel dar continuidade a este estudo.

4.7 Conclusao Parcial

As imagens topograficas de AFM possibilitaram o estudo da funcionalizacao de
superficies semicondutoras de Si e InP com APTES. Para isso, conseguimos
desenvolver um procedimento simples que formava um filme uniforme de reagente em
suas superficies. Ja os ensaios de ELISA identificaram que os antigenos e anticorpos
imobilizados nas amostras de Si e InP continuavam ativos. O desenvolvimento deste
processo teve importancia ndo apenas para a maior confiabilidade das medidas de
espectroscopia de forca, como também ¢é de fundamental importancia para o
desenvolvimento de biossensores semicondutores que sera apresentado no capitulo 5
desta tese.

O procedimento desenvolvido para a funcionalizacdo de pontas para AFM
demonstrou ter boa reprodutibilidade e ser funcional. O aproveitamento de preparacao
destas pontas foi de 80%. Até o momento, poucos artigos na literatura o utilizam e
nenhum com o aproveitamento tdo bom quanto o nosso .

As medidas de espectroscopia de forgca indicaram que predominantemente as

forcas detectadas sado referentes a interacées especificas de antigenos-anticorpo,

55



confirmando que os anticorpos da ponta do AFM continuavam ativos. Para as amostras
de Si e InP as medidas identificaram uma maior sensibilidade do Si para a imobilizacao
do antigeno, embora o InP também tenha tido uma clara resposta a interacdo com o
anticorpo.

Este estudo tem uma poderosa aplicacdo na area de nanobiossensores. Uma
vez que os anticorpos foram imobilizados na ponta de AFM uma varredura em cima de
uma superficie (em tapping mode) nos traria informacbées de quais sitios possuem
interagcbes especificas com o material imobilizado na ponta, e com isso poderiamos
fazer um mapeamento de interacdes especificas da amostra. Esta amostra pode ser,
inclusive, o capsideo do virus CTV do qual foram retirados os antigenos utilizados neste
trabalho. Este tipo de medida, contudo, ndo pode ser concluida nesta tese pela

dificuldade em imobilizar o material bioldgico (virus) numa superficie.
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Capitulo 5

Biossensores em semicondutores de InP

5.1 Introducao

Nos ultimos anos, muitos estudos mostraram que uma camada de moléculas
quimicamente organizada numa superficie semicondutora cristalina pode ser usada para

influenciar as propriedades elétricas deste semicondutor ",

Em particular,
semicondutores cristalinos do tipo IlI-V possuem caracteristicas quimicas e elétricas que
possibilitam que estes sirvam de plataformas para analises gasosas e em solugao, de
forma que podem ser explorados como sensores quimicos e bioldgicos.

No capitulo 4 vimos que tanto o Si quanto o InP possuem afinidade para imobilizar
o material biolégico em suas superficies, e que este material continua biologicamente
ativo. Com base nestes resultados, mostraremos neste capitulo um biossensor montado a
partir de um substrato de InP, utilizando o mesmo sistema antigeno-anticorpo (CTV)
utilizado para as medidas de espectroscopia de forca.

O funcionamento deste dispositivo tem como elemento sensor a mudancga das
propriedades eletrbnicas do semicondutor, e €& possivel fazer uma analogia do
funcionamento deste sensor com o funcionamento de um transistor tipo FET (field-effect
transistor). Resumidamente falando, um transistor FET, em geral, € um dispositivo de trés
terminais onde o canal de resisténcia entre dois dos contatos é controlado por um
terceiro. A figura 4.1-A mostra um FET onde o canal de portadores de carga é controlado

capacitivamente por um campo elétrico (dai o nome efeito de campo).
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Figura 5.1: (A) Esquema de um transistor FET, onde a camada de deplegéo acima do canal ser4 modulada
através de uma tensdo aplicada na porta do dispositivo. (B) Vista em perfil de um substrato de InP, com
uma fina camada de InP epitaxial dopado na superficie.

No FET o fluxo de elétrons (ou de buracos) da fonte para o dreno é controlado pela
modulagao do tamanho e formato do canal de conducao criado e influenciado pela tensao
aplicada na porta. Num dispositivo tipo n, uma tensdo negativa da porta causa uma
expansao da largura da regido de deplegao (vide figura 5.1-A) e estrangula o canal de
conducgao, diminuindo o fluxo de portadores de carga. Caso contrario, se a tensao for
positiva da porta para a fonte, o canal de condugédo se expande e o fluxo de cargas ira
aumentar. Desta forma, alterando a tensao da porta, alteramos a resisténcia do canal de
condugado. Dentro de uma faixa de tensdo, a corrente fonte-dreno sera proporcional a
tensdo aplicada entre os respectivos contatos; neste caso o dispositivo estara operando
em regime 6hmico ou linear 293

No caso do biossensor, o canal de condugao é um filme de InP epitaxial com uma
dopagem residual tipo n de ~ 10"°cm™. Dois contatos de indio sdo colocados nas
extremidades do dispositivo (figura 5.1-B) e uma tensao é aplicada nestes terminais. A
regido de deplecao dentro do material sera modulada através de uma camada de material
biolégico que é imobilizada na superficie (camada amarela da figura 5.1-B), como
veremos mais adiante, a quantidade de antigeno imobilizada que caracterizara o
biossensor. A mudanga na distribuicdo de cargas resultante de ligagbes especificas
anticorpo-antigeno corresponde a uma mudanga de polarizagdo que ira aumentar ou
diminuir a regidao de deplegéo, desta forma aumentando ou diminuindo a resisténcia do
biossensor. Assim, caso se possa caracterizar esta mudanga de resisténcia, € possivel
detectar a quantidade de material imobilizado.

Para o sistema antigeno-anticorpo, a superficie da amostra de InP foi preparada
utilizando o procedimento descrito no capitulo 4. A figura 5.2 mostra um esquema do
biossensor funcional, onde uma vez adicionada uma solugcédo contendo antigenos CB22,

esperamos observar a variagao da resisténcia nos terminais da amostra.
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W Antigeno Y Anticorpo © Blogueio

Figura 5.2: Esquema da formagdo da camada de APTES com as interagbes esperadas. 1 — Formagéao da
camada com APTES; 2 — Imobilizagdo de anticorpos; 3 — Bloqueio de sitios livres com caseina; 4 —
Interagéo antigeno-anticorpo.

5.2 Metodologia

Utilizamos um substrato semicondutor InP (100), no qual foi crescida uma camada
com espessura de ~ 300nm de InP (tipo n) por CBE (Chemical Beam Epitaxy, ou Epitaxia
por Feixe Quimico) com baixa concentragdo de portadores (~10'® cm™). Esta
configuragdo & similar a utilizada para sensores de gas fabricados em InP 4. A
possibilidade de fazer este crescimento com o InP foi o motivo pelo qual escolhemos este
substrato (ao invés do Si, que apresenta melhor razdo custo/beneficio) para o estudo do

biossensor.

(B)

Figura 5.3: Montagem do biossensor (A) 1 — Chip de InP (~9x8mm?) com contatos de In. 2 — Fios de Cu.
3— Placa de circuito para conectar a fonte de corrente. Todos estes componentes estdo sob uma laminula
de vidro. (B) 1- Célula liquida. 2 — Disco de suporte para medidas.
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Através de contatos de In nas extremidades do substrato (figura 5.3-A), foram
soldados fios de Cu a uma distancia de 7mm e ligados a um picoamperimetro Keithley
(modelo 6487). Estes contatos passaram por tratamento térmico (450°C durante 15min
em atmosfera de N) para criar, por difusdo, uma zona rica em In no filme fazendo com
que os contatos ficassem 6hmicos, conforme veremos mais adiante.

O substrato foi clivado em dimensdes de ~ (9x8)mm? e adaptado a uma célula
liquida, para que os processos de imobilizacdo pudessem ser realizados (figura 5.3-B).
Apos cada processo (imobilizagdo e bloqueio) a superficie era lavada com tampao PBS
(pH 7,2), e a célula liquida era preenchida por esta mesma solugéo. O anticorpo AB37 foi
imobilizado inicialmente na superficie, para que interagisse especificamente com o
antigeno CB22, na sequéncia.

Abaixo temos uma curva tipica de corrente por tensdo do semicondutor utilizado
sem que houvesse qualquer material imobilizado em sua superficie. Dentro da varredura
de -100mV a 100mV a curva tem um comportamento 6hmico. Logo podemos calcular a

resisténcia do semicondutor através do inverso do coeficiente angular da reta.
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Figura 5.4: Curva tipica de tensdo-corrente do substrato de InP funcionalizado com APTES. Em
destaque o ajuste da reta e o calculo da resisténcia através do inverso do coeficiente angular da
reta. O erro representado pelo ajuste representa menos do que 2% da medida. Este erro foi
propagado juntamente com o erro da dispersdo da resisténcia obtendo um erro total das
medidas.
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Para a funcionalizagdo e imobilizagdo de material biolégico na superficie do
semicondutor, foi adotado o mesmo processo utilizado para as medidas de forga, ja
descrito no capitulo 4.

A tabela 5.1 mostra brevemente todas as etapas de preparacao da amostra, nas
quais foram feitas aquisicbes das medidas de resisténcia. Para cada etapa existe um
tempo de aquisicdo especifico, durante o qual as medidas de resisténcia foram
levantadas a partir de 5 a 10 curvas feitas alternando o sinal da polarizacao. Isto foi feito

para minimizar efeitos de capacitancia gerados pelos ions do buffer salino.

Tabela 5.1
Etapa Descricao Tempo de

Medida
1 InP Semicondutor 20 min
2 InP-APTES Reagente de funcionalizagdo da Amostra 20 min
3 InP-APTES-PBS Tampéo Salino 20 min
4 InP-APTES-AB37-PBS Anticorpo — 100ul 90 min
5 | InP-APTES-AB37-Caseina | Aminoacido que bloqueia ligagdes 60 min

nao-especificas (radicais de NH,)

ApOs as etapas descritas na tabela 5.1, o biossensor ja esta operacional. Para o
estudo deste biossensor fizemos trés baterias de medidas, cada uma com uma finalidade
de estudo: a resposta, a reprodutibilidade, e a especificidade.

Tanto a concentragdo do antigeno bem como o tempo em que este atuou no
biossensor foram variados. Iremos apresentar e justificar estas variagbes ao longo deste

capitulo.
5.3 Resultados e Analise

Dividimos esta secdo em trés tépicos, onde no primeiro discutimos a variagéo da
resisténcia durante o processo de funcionalizagcdo e imobilizacdo do biossensor. Em
seguida verificamos sua resposta e reprodutibilidade e por ultimo a especificidade e
sensibilidade do mesmo.

i) Funcionalizagdo e imobilizagdo do biossensor.

O grdéfico da figura 5.5 mostra a variagdo da resisténcia do biossensor em fungao

de cada uma das etapas descritas na tabela 5.1.
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Figura 5.5: Variag&o da resisténcia durante o processo de preparagéo do biossensor.

O filme de InP sem a funcionalizagdo possui uma resisténcia de 37+1kQ. Por ser
duas ordens de grandeza menor que as medidas apresentadas na Figura 5.5 (~MQ), este
ponto néo foi representado no grafico. O grande aumento da resisténcia demonstra a
sensibilidade do dispositivo ao ter a sua superficie funcionalizada pelo filme de APTES,
sugerindo que este filme tem uma carga liquida e que esta influencia (diminui) fortemente
o transporte de carga no semicondutor.

Ao colocarmos o tampao PBS na célula liquida (InP-APTES-PBS — ponto vermelho
no grafico) a resisténcia aumentou de 1,23+0,08 para 3,59+0,04MQ, ou seja, praticamente
triplicou. Uma vez que este tampéo é salino, os ions desta solugdo se comportam como
particulas carregadas que influenciam no transporte de cargas no semicondutor. Todas as
etapas seguintes tiveram a célula liquida preenchida por este tampao, de forma que
podemos considerar esta resisténcia como um background das nossas medidas.

Apods a adigao do anticorpo AB37 na célula liquida (pontos verdes), a resisténcia foi
medida de 20 em 20min para acompanhar o processo de imobilizacdo. Houve uma
diminuicdo da resisténcia para 2,52+0,01MQ ap6s 80min. Isto € um indicio que houve
imobilizagdo do anticorpo na superficie (o que ja foi confirmado pelas medidas de ELISA
no capitulo 4). A pequena variagéo de 2,52+0,01 para 2,46+0,01MQ da resisténcia (~2%)
apos o bloqueio com a caseina (ponto azul) mostra que praticamente toda a superficie ja

havia sido preenchida com anticorpo, sobrando poucos sitios ativos para interagir com a
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caseina. Isto € um bom resultado, pois quanto mais anticorpos tivermos imobilizados a
superficie, maior sera a sensibilidade e resposta do biossensor. A partir desta etapa, o

biossensor esta funcional.

ii) Resposta e sensibilidade do biossensor.

O gréfico da figura 5.6-A mostra a resposta em fungédo do tempo do biossensor 1
para doses de antigenos CB22 adicionadas na célula liquida. A concentragao de antigeno
na célula liquida foi aumentada de 100 em 100 ng/ml nas trés primeiras etapas, até que
na ultima usamos uma concentracao de 2000ng/ml. A analise apresentada a seguir,
fizemos um estudo das variacdes da resisténcia em relagdo do primeiro ponto da curva
(2,46+0,01MQ) onde nao existia interacao com o antigeno (AR/Ry).

A curva mostra que a resisténcia aumentou a medida em que foi adicionado
antigeno na célula liquida, chegando a ~55% para a concentracdo de 300ng/ml. Esta
resposta se manteve para a concentragdao de 2000ng/ml, confirmando que a saturagéo da
resposta do biossensor ocorre em torno deste valor.

As duas primeiras doses de antigeno — 100 e 200ng/ml — tiveram comportamentos
semelhantes, onde para a primeira dose houve um aumento de 25% enquanto para a
segunda o aumento foi de aproximadamente 50%. A variagdo da resisténcia foi
proporcional a concentragcdo de antigenos pode ser um indicativo que o dispositivo tem
uma resposta linear. Este fato é de grande vantagem para a calibragédo do biossensor. Em
ambos os casos, com cerca de 20min decorridos apos a adigdo do antigeno, o biossensor
respondeu com aproximadamente 2/3 da resposta relativa a cada dose. Este € um
indicativo do tempo de resposta do dispositivo.

A figura 5.6-B mostra as curvas dos biossensores 1 e 2. O biossensor 2 foi o
primeiro dispositivo que teve resposta significativa, e teve todas as condi¢cdes de
preparagdao semelhantes ao 7. A melhor estabilidade do biossensor 1 em relagéo ao 2 é
devido a otimizagdo do tratamento térmico dos contatos de In, que favoreceu a difusao

dos atomos de In no InP diminuindo a resisténcia de contato.
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Figura 5.6: Grafico da resisténcia do biossensor pelas etapas de medida. (A) Biossensor 1. Cada
etapa representa a adigéo de antigeno na célula liquida; aumentamos a concentracao de 100 em
100ng/ml com excegéo da ultima etapa. (B) Comparagéo entre o biossensor 1e o 2.

A resposta do biossensor 2 tende a acompanhar a do biossensor 1, principalmente
ao final de cada etapa onde foi adicionado o antigeno. Note que grande parte dos pontos
do biossensor 2 possuem a barra de erro se sobrepondo aos pontos do biossensor 1, com
excegao da concentragdo de 200ng/ml. Este mesmo tipo de resposta foi observado em
outros trés dispositivos teste (onde a concentragdo de anticorpos na superficie ndo havia

sido otimizada); por este motivo, concluimos que o biossensor é reprodutivel.
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iii) Especificidade e sensibilidade do biossensor.

Fizemos uma modificacdo no processo de preparacdo do biossensor, trocando o
anticorpo AB37 pelo anticorpo IgG (também fornecido pela profa Dagmar Machado) que
ndo possui interacdo especifica com o antigeno CB22. No ponto de vista de moléculas
bioldgicas, estes dois anticorpos sdo muito semelhantes, possuindo a mesma massa
molecular, ~150kDa, e o mesmo pl, ~ 6,7 (ponto isoelétrico: € o pH em que a molécula
tem sua carga elétrica liquida nula). Portanto, para ambos anticorpos num meio com pH
maior que o seu pl (como no caso do tampéo PBS, pH 7,2), a soma da carga liquida
tendera a ser positiva, e por isso ambos terdo influéncia semelhantes sobre o
semicondutor caso estejam imobilizados na superficie. Isto torna possivel a comparagao
entre o biossensor com o anticorpo AB37, com o IgG.

O grafico da figura 5.7-A mostra a variagdo da resisténcia para o biossensor com
anticorpo IgG, de 20 em 20 min variando a concentragao de antigenos (conforme indicado
no grafico). Adotamos o tempo de 20min entre uma dose e outra de antigenos pois
verificamos na segao anterior que o biossensor tem resposta de 2/3 do sinal neste tempo,
o suficiente para verificar se esta ocorrendo a reagao.

O grafico mostra que, a medida que a concentragdo de antigeno aumenta, ocorre
uma pequena queda da resisténcia; em seguida observamos um aumento a partir de
750ng/ml até atingir uma variagéo de 5,5% numa concentragdo de 2000ng/ml. A variagao
se mantém nesta faixa (5,8%) para 5000ng/ml. A resposta do biossensor indica que ha
uma interacao nao especifica com a superficie, tendo dois comportamentos distintos: um
que causa a queda da resisténcia e o outro que a aumenta. Este fato nao foi estudado
com detalhes, pois nossa énfase foi de demonstrar o funcionamento do biossensor.
Porém uma analise mais detalhada deve ainda ser feita, inclusive verificando se para
outras mudangas no sistema — trocando o antigeno ou o anticorpo para novos ensaios de

especificidade — se este comportamento volta a se repetir.
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Figura 5.7: (A) Grafico da variagdo da resisténcia pelo tempo para o biossensor com anticorpo 1gG. (B)
Comparacgéo entre o grafico (A), e o grafico do biossensor 1 (figura 5.6-A) em que se tem a interacdo do
antigeno com o anticorpo especifico.

O gréfico da figura 5.7B compara este biossensor com o biossensor 1, mostrado na
figura 5.6-A. Note que existe uma clara diferenca na resposta de uma interacao especifica
(~55%), para uma néao especifica (~6%), mostrando que a especificidade deste dispositivo
tem uma resposta quase dez vezes maior para um caso do que para o outro.

A partir deste resultado, pode-se definir um limite de sensibilidade deste
biossensor, ou seja, para o qual concentragdo minima de antigenos a resposta deste
dispositivo é confiavel. Pela especificidade, verificamos que a resposta tem que ser — pelo
menos — maior do que 6% para que possamos identificar uma interacdo especifica,

enquanto o biossensor 1 mostrou uma resposta de 25% para uma concentragédo de
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100ng/ml. Com estes resultados pode-se dizer que a sensibilidade do biossensor é de

pelo menos 100ng/ml, podendo em principio chegar a um quarto deste valor.
5.8 Conclusao Parcial

Neste trabalho, desenvolvemos um biossensor resistivo tendo como substrato um
semicondutor 1lI-V, o InP. Estudamos como principais caracteristicas deste dispositivo: a
sensibilidade, a especificidade e o tempo de resposta.

O biossensor teve uma clara resposta com uma concentragdo de 100ng/ml de
antigenos com anticorpos especificos, da ordem de 25%. Este valor € quatro vezes maior
que a resposta no caso de antigenos interagindo com anticorpos nédo especificos, 6%,
indicando confiabilidade da medida. O biossensor desenvolvido trabalha com uma
sensibilidade de uma ordem de grandeza menor que o ELISA (2000ng/ml, para o mesmo
sistema antigeno-anticorpo) 1!, ensaio amplamente utilizado para este tipo de detecgao
(veja a secao 4.3). Uma vez que o0 nosso dispositivo possui uma saturagao em 300ng/ml,
pode-se dizer que este trabalha numa faixa de deteccdo diferente e de melhor
sensibilidade do que o ELISA.

O fato do dispositivo possuir uma boa especificidade destaca que o procedimento
bioquimico foi eficiente, e que os processos de funcionalizacio, imobilizacido e interacao
antigeno-anticorpo ocorrem como esperado, confirmando os resultado do ELISA e da
espectroscopia de forga apresentados no capitulo 4.

Quanto ao tempo de resposta, verificamos que 20min é suficiente para detectar 2/3
da resposta do sensor. Este tempo esta dentro da média encontrada na literatura [0 pois
a interagdo entre antigeno-anticorpo — a temperatura ambiente, 23°C — n&o ocorre
instantaneamente dentro de uma solugao, € necessario aguardar um tempo que varia de
20min a 2h para que a interacdo ocorra °®. Em geral, a reacdo do biossensor é
irreversivel, pois interagbes especificas sédo dificilmente desfeitas. Logo este é um tipo de
biossensor descartavel; no maximo podemos limpar o substrato — conforme foi feito neste
trabalho — e refazer todas as etapas quimicas.

Mais um fato a ser destacado, é a facilidade na medicdo da resisténcia do
biossensor, que nao necessariamente necessita ser feita através de uma rampa corrente-
tenséo, bastando ter um voltimetro com precisdo de nA (ordem da corrente que passa

pelo dispositivo), para detectar a variagdo da resisténcia.
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Este biossensor apresentou resultados confiaveis, despertando o nosso interesse
por outros estudos neste tipo de plataforma, a fim de melhorar a sua sensibilidade e
avaliar a sua eficiéncia no caso de outros tipos de materiais bioldgicos, tais como
fragmentos de fitas de DNA e antigenos/anticorpos de Xylella fastidiosa. Além disso, o
nosso grupo tem trabalhado em dispositivos baseados em nanofios de InP. Pretendemos

verificar a viabilidade de construir um biossensor neste tipo de dispositivo.
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Capitulo 6

Pontas de AFM com nanotubos de carbono (CNTSs)

6.1 Introducao

No AFM e em outros microscopios por varredura de sonda (SPM — scanning
probe microscopy), a ponta € um componente critico e limitante para a resolu¢do das
imagens. Pontas de Sie SisN, sdo largamente utilizadas para esta técnica, as quais sao
de formato cénico ou piramidal. Elas possuem um raio tipico de 5 a 15nm, com o angulo
do cone/piramide de 10 a 35° °1. Em muitas aplicacdes, tais como o estudo de
nanoestruturas e de macromoléculas bioldgicas isoladas, pontas com uma razao de
aspecto maior e menor raio sdo necessarias.

Os nanotubos de carbono possuem propriedades singulares que podem ser

M 02030405131 " diametro de um

exploradas para a fabricacdo de pontas para AF
nanotubo pode ser da ordem de nanémetros para o caso de SWNTs (single-walled
nanotubes), capaz de sondar pequenas moléculas bioldgicas %% além de possuir
uma geometria cilindrica que favorece a alta raz&o de aspecto. O altissimo mddulo de
Young — 1TPa [ — faz com que ele tenha uma baixa vibragdo térmica proporcionando
uma boa estabilidade para as medidas. Esta estabilidade ainda pode ser melhorada
com adi¢cao de uma capa de carbono amorfo, conforme explicaremos mais adiante. O
CNT pode dobrar e retornar ao seu estado inicial sem deformag¢des ou desgastes,
reduzindo danos na ponta e na amostra **%%'% E para o nosso interesse particular, ele
pode ser quimicamente modificado em suas terminagdes para imagens funcionais de

alta resolucdo. Atualmente existem varias rotinas de preparagdo para a fixagdo ou
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crescimento do CNT na ponta de AFM "' o que abre a possibilidade de estudos

quantitativos de estabilidade e resolugcédo de imagens para diferentes meios de medidas.

/\ o Ia@b
WA,

Figura 6.1: Pontas fazendo varredura em superficies onduladas (linha preta), onde a linha vermelha
mostra a soma conformacional da geometria da ponta com a amostra (A) Ponta com alta razédo de
aspecto (comprimento/diametro) e (B) ponta com baixa razao de aspecto

Medidas em meio liquido com pontas com CNTs ja foram realizadas, inclusive
com a sua extremidade ja funcionalizada e imobilizada com moléculas bioldgicas >4,
A deformacao elastica dos CNTs permite o aumento do reconhecimento molecular em
medidas de forga. Pontas com CNTs funcionalizados sao mais eficientes do que um
PEG (Poliethyleneglycol) — molécula normalmente utilizada como um espacador entre a
molécula biolégica e a ponta — pelo fato do CNTs terem melhor controle orientacional
das sondas moleculares reduzindo o seu grau de liberdade ',

Em nosso grupo inicialmente trabalhamos com o método mais simples para a
fabricacdo deste tipo de ponta que foi o proposto por Dai et al '®. Este consiste na
colagem de CNTs no extremo de uma ponta usando adesivos acrilicos ou através de
forcas quimicas geradas por campo elétrico (quando a ponta de AFM é condutora).
Estas pontas apresentavam aproveitamento muito baixo na fabricagcdo, porém eram
robustas e duravam algumas dezenas de imagens. A fim de melhorar o processo,
passamos a montar pontas no LME/LNLS, em conjunto com o grupo do Dr. Daniel M.
Ugarte. Os CNTs multiwalled foram colados em pontas de AFM com auxilio de um
manipulador instalado no interior de um microscopio eletrébnico FEG-SEM (modelo
JEOL JSM 6330F). O feixe de elétrons foi focalizado na jungédo ponta-amostra, fazendo
com que o carbono na atmosfera da camara — propositalmente induzido — depositasse

nesta juncdo promovendo a colagem entre estas [**'®""]. Estas pontas, apesar do bom
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aproveitamento na fabricagdo, eram bem mais frageis que as produzidas anteriormente,
e com algumas poucas imagens (ou as vezes uma unica) o CNT se soltava da ponta
93] posteriormente, a matriz de carbono também foi utilizada para encobrir parte do
CNT colado na ponta criando uma capsula que diminuia o comprimento do CNT (figura
6.2) e estabilizava mecanicamente a ponta. Publicamos na revista Nano Letters **, em
conjunto com o grupo do prof. Ugarte e do prof. Douglas S. Galvao, um trabalho que
mostra que estas pontas reforcadas com a matriz de carbono apresentam maior
estabilidade térmica e mecanica; simulagbes de dindmica molecular mostram que a
capsula de carbono amorfo funciona como um amortecedor. Estas pontas tiveram uma
durabilidade enorme de medidas — mais de 400 imagens — quando utilizadas para fazer

imagens de uma amostra semicondutora de pontos quanticos.

JEOL SEI S5.8kY =2 1] 1pm WO Smm JEOL SEI

(B)
Figura 6.2: (A) Nanotubo apenas soldado na base da ponta, ponta N1-B. (B) Capsula de carbono feita em
torno do nanotubo N1-B.

Neste trabalho demos continuidade ao estudo de durabilidade/estabilidade das
pontas de AFM com CNT e analisamos a qualidade das imagens topograficas. Tendo
como perspectiva o uso desta pontas encapsuladas para medidas de for¢a — segao 4.5
— estudamos a qualidade de imagens topograficas em &agua, pois a maioria das
moléculas bioldgicas sdo ativas em solugdes aquosas.

Juntamente com o estudo da ponta produzida no LME, estudamos uma ponta
comercial da Carbon Design Inovations (CDI), empresa americana na qual estamos
dando suporte para teste de produto. Embora a fabricacdo desta ponta tenha utilizado o

principio de encapsulamento desenvolvido pelo nosso grupo 1 ela possui
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caracteristicas diferentes da ponta produzida no LME, tais como didmetro do CNT e o

material de encapsulamento.
6.2 Metodologia

Utilizamos dois tipos de pontas com CNT, uma fabricada pelo nosso grupo em
conjunto com o grupo do Prof. Daniel M. Ugarte ', e a outra comercial, cedida pela
empresa americana CDI (Carbon Design Inovations), que nos contatou para um teste
de durabilidade similar ao que publicamos anteriormente .

Como padrdo, utilizamos uma amostra semicondutora de pontos quanticos
ordenados espacialmente, de InAs/GaAs/InP/InGaP, crescida pelo nosso grupo. Neste
caso a separagao entre os pontos quanticos na superficie € muito grande comparado
com o raio da ponta, portanto a convolucédo afeta principalmente a dimensao lateral,
porém nao as alturas das medidas.

Analisamos imagens de 1x1um, onde variamos a frequéncia de varredura
(numero de linhas por segundo). Para diminuir o tempo de medida para as imagens
feitas na analise de durabilidade, utilizamos uma frequéncia de 4 a 6Hz, enquanto para
as imagens comparativas (tanto em liquido como em ar), utilizamos frequéncia de 0,1 a
1Hz. Esta frequéncia de varredura afetou a resolugdo de algumas imagens, como
veremos mais adiante.

Utilizando o software Gwyddion (freeware), observamos o espectro de poténcias
bi-dimensional das imagens adquiridas, que permite uma analise quantitativa da

s 58 O espectro de poténcias depende do modulo da

resolucdo das imagen
transformada de Fourier (FT), que por sua vez identifica as frequéncias espaciais
presentes na imagem. Klapetek Petr et. al. ['® mostra teoricamente que a densidade do
espectro de poténcia obtida por uma FT é influenciada pela dimensdo do apice da
ponta. Desta forma, quanto maior a frequéncia observada, menor o comprimento de

onda espacial associado, por isso melhor a resolugédo da ponta, vide figura 6.3-A.
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Figura 6.3: (A) Imagem topografica da amostra semicondutora padrdo de pontos quanticos. Foi utilizada
uma ponta comercial de Si a uMash: NSC14. (B) Imagens da Transformada de Fourier (FT) Da imagem
(A). (C) Espectro de Poténcia com o ajuste de uma curva de fungédo Lorentziana (LogNormal) das
imagens A e B. A linha tracejada indica quando a intensidade do espectro atinge 10% do seu total, lugar
do qual sera extraido o valor do MSF '

Normalizando o espectro de poténcia pela area do anel de integragado, podemos
quantificar a resolugao lateral da ponta através de um critério de freqléncia espacial
maxima (MSF — maximum spatial frequency) [°°!, para a qual o espectro de poténcias
decai a 10% de sua intensidade maxima (100%). Com este critério, nés selecionamos
as frequéncias correspondentes as estruturas da superficie, evitando o ruido de fundo.

O menor tamanho lateral (SLS — smallest lateral size) que pode ser resolvido por uma
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ponta, é dada pela relagdo SLS = (2 MSF)" "8l O grafico da figura 6.3-B mostra o
espectro de poténcia da imagem da figura 6.3-A. O valor de SLS para a ponta de Si é
25,5nm, indicando qual € a menor estrutura que esta ponta pode resolver.

Definimos um tratamento de imagem padrao para todas as imagens estudadas, a
fim de nédo criar discrepancias nos calculos da MSF e SLS. Este tratamento consiste
num nivelamento de primeira ordem para tirar o background de fundo, devido a
inclinacdo da amostra, além de um nivelamento linha a linha em relagdo a mediana da

imagem (para compensar a inclinagao devido a varredura feita pelo scanner).
6.3 Resultados e Analise

Em trabalhos ja desenvolvidos pelo nosso grupo, verificamos que a resolugéao
adquirida por uma ponta com CNT é maior do que para uma ponta comercial de Si ou
SisN4 (%> Repetimos o mesmo procedimento e fizemos uma comparagao — utilizando
ferramentas espectrais — da resolugado de duas pontas com CNT, N3B (fabricada pelo
nosso grupo) e a CDI (comercial), com uma ponta comercial convencional de Si —
NSC14-Mikromash.

A figura 6.4 mostra imagens da amostra padrao feitas pelas trés pontas descritas
acima (figuras A, B e C) em regides diferentes da amostra (a troca da ponta implica na
perda de referéncia espacial na escala micrométrica). Na figura 6.4-D temos um grafico
tipico do espectro de poténcia para as trés imagens.

Através de uma analise qualitativa das imagens, nota-se uma nitida melhora na
resolugcdo das imagens feitas com as pontas CNT, N3B e CDI, em relacdo a NSC14,
onde em particular a N3B apresenta melhor resolugdo. Esta analise é confirmada pelos
valores de SLS calculados pelo grafico da densidade de espectro de poténcia, em que
a ponta N3B conseguiu detectar a menor dimensao lateral, 16,3nm, em relagdo a
20,3nm para a CDI e 25,5nm para a NSC14. Isto € um indicativo que as pontas com
CNT possuem uma razao de aspecto (razdo entre o comprimento da ponta e o seu
diametro) maior que a ponta NSC14, o que esta diretamente associado com a
qualidade da imagem que esta ponta sera capaz de adquirir. A ponta estreita e

cilindrica proporcionada pelo CNT é responsavel pela menor convolugdo geométrica
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com a estrutura de interesse na superficie da amostra '¥, conforme ¢ ilustrado na figura

6.1.

A — Ponta N3B B — Ponta CDI
0.00 pm 0.20 0.40 0.60 0.80
10.0 nm 10.0 nm
0.0 nm 0.0 nm
C — Ponta NSC14
0.00 pm 020 0.40 0.60 0.80
10-0 nm 1 1 1 1 1 1
1.0 @;D o N3B-CNT's Tip
o MSF = 30,5 um™'
0.84 247\} SLS = 16,3nm
2 ) v CDI
s 0.6 MSF = 24,6 ym”'
2 SLS = 20,3nm
c
% 0.4 A NSC14
= MSF = 19,6 um™'
SLS = 25,5nm
0.2
004 =
0.0 nm
0 20 40 60 80 100 120
Frequéncia Espacial [1/um]

Figura 6.4: (A), (B) e (C) — Imagens topogréaficas de AFM para os trés diferentes tipos de ponta. (D)
Gréfico de espectro de poténcia com o ajuste de uma Lorentziana para a aquisicdo do MSF e SLS.

Na figura 6.7-A e 6.7-C temos imagens de microscopia eletrénica de varredura
destas duas pontas com CNT; nestas imagens fica claro que a razdo de aspecto da
ponta N3B € maior que a CDI, o que favorece a melhor resolugdo de imagens da

primeira. Através destas imagens estima-se que a ponta N3B tem um didametro de ~
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10nm, enquanto a CDI ~ 20nm, um fator a mais que favorece a melhor resolugao da
ponta N3B.

Naturalmente, € possivel adquirir imagens com melhor resolugdo usando pontas
NSC14. Porém estes casos sao mais raros; o processo de fabricagdo destas pontas
nao proporciona resultados uniformes, e para isto temos que testar varias pontas até
encontrar uma com raz&o de aspecto um pouco mais alta que a média. A imagem que
mostramos na figura 6.4 C € um caso tipico para este tipo de ponta.

Para verificar a influéncia de diferentes regides da amostra nos valores de SLS,
fizemos uma analise do valor do SLS para cinco diferentes regides da amostra
utilizando uma ponta comercial NSC14. Encontramos uma média de 29+1 nm, onde o
erro demonstra a influéncia da amostra no valor de SLS. Como veremos mais adiante,
os erros encontrados para diferentes imagens feitas numa mesma regido da amostra é
de até = 0.5 nm, ou seja, metade do erro para diferentes regides. Este fator tem que ser
levado em consideragdo quando comparamos o valor do SLS de diferentes pontas
feitas em diferentes regides. Porém note que para a anadlise feita acima, mesmo se

considerarmos o erro do SLS de + 1nm, ou seja:

SLSN3B =16 + 1 nm
SLScp =20+ 1 nm
SLSNSCM =26+ 1nm

os valores encontrados ndo irdo se sobrepor, e desta forma a ponta N3B continua tendo
a melhor resolucao, seguida pelas pontas CDI e NSC14. Logo, mesmo com este erro,
as nossas conclusdo anteriores continuam validas.
6.4 Durabilidade das Pontas com CNT

Os CNTs sdo populares por serem extremamente resistentes a desgastes

mecanicos ['%; sua ruptura sob tracdo é da ordem de 200 GPa, 100 vezes superior ao

mais resistente aco °®l. Estas propriedades mecanicas sdo de grande utilidade para
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pontas de AFM, uma vez que o seu desgaste e quebra sdo problemas constantes

durante a sua utilizagao.

Desta forma, estudamos a durabilidade das pontas de AFM com CNT para as

duas pontas que tinhamos a disposi¢do: a N3B e a CDI. Para ambas pontas fizemos

uma sequéncia de mais de 400 imagens de uma mesma regido da amostra, apenas

variando ligeiramente alguns parametros do sistema para manter o microscopio

adquirindo imagens continuamente pelo periodo de varias horas.

Ponta CDI — Imagem Inicial

0.00 pm 0.20 0.40 0.60 0.80

17.3 nm

0.20

0.40

0.0 nm

Ponta CDI — Imagem Final

0.00 pm 0.20 0.40 0.60 0.80

7.5 nm

0.0 nm

Ponta N3B — Imagem Inicial

0.00 pm 0.20 0.40 0.60 0.80
0.00

18.5 nm
0.20
0.40

0.60

0.80

0.2 nm

Ponta N3B — Imagem Final

0.00 pm 0.20 0.40 0.60 0.80
16.1 nm

0.20

0.40

0.3 nm

Figura 6.5: Imagens iniciais e finais de AFM da sequéncia de mais de 400 imagens adquiridas com cada

ponta.

Na figura 6.5 temos as imagens iniciais e finais para as pontas N3B e CDI.

Qualitativamente, é imperceptivel se ha perda de resolugdo entre as imagens de uma

mesma ponta, mas novamente nota-se que a ponta N3B possui melhor resolugdo que a
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CDI. Ao longo das imagens, houve um pequeno deslocamento do scanner
provavelmente devido a histerese do mesmo, mas repare que trata-se da mesma regiao
da amostra (circulo azul).

A tabela 6.1 mostra o calculo de MSF e SLS ao longo da aquisi¢cao das imagens,
em intervalos que variaram de 25 a 120 imagens. O erro foi calculado pela média de 6
imagens. Podemos acompanhar como foi a evolugédo da resolugédo das pontas. Para
ambas pontas, o valor de SLS aumentou ao longo das medidas. A tabela 6.1 € melhor
visualizada pelos graficos da figura 6.6.

O aumento gradual do SLS para ambas pontas € um indicio que estas estado
sofrendo algum tipo de desgaste ao longo das medidas. Esta variagdo chegou a 1,5nm
para a ponta CDI e 1 nm para a ponta N3B, ou seja, ~ 7% e 5% do valor de SLS
respectivamente. A principio esperavamos que pelo fato do CNT ser cilindrico, mesmo
que houvesse algum desgaste da ponta, a resolugdo da imagem iria se manter.

Em contato com a empresa CDI, soubemos que estas pontas foram geradas
ainda na fase de otimizagdo do processo de fabricagao; assim € possivel que exista
uma pequena camada de 6xido recobrindo o CNT, tornando o perfil da ponta levemente
cbnico; neste caso, o desgaste da ponta deveria afetar a resolugéo. Esta suposicéo é
confirmada pela imagem da figura 6.7 C, em que nota-se o perfil cOnico da ponta.

Nas figuras 6.7-A e 6.7-B podemos comparar se houve desgaste na ponta N3B
antes e depois das medidas. E possivel estimar que o comprimento do CNT se manteve
praticamente o mesmo antes e depois das medidas, ~ 170 nm. Por estas mesmas
imagens notamos que a solda de carbono amorfo mostra-se danificada, indicando que
esta é a parte mais sensivel da ponta. E possivel que a variagdo do SLS esteja
associada ao dano da solda de carbono, e que esta parou de ser danificada por volta
da imagem 375. Isto porque o grafico da figura 6.6 (N3B) indica que o SLS parou de
aumentar em torno desta medida, e que a partir desta o SLS possivelmente se manteve
estavel (devido ao erro ndo é possivel afirmar esta estabilidade). Como veremos mais
adiante, mesmo com a solda danificada, a ponta ainda estava funcional para as

medidas em meio liquido.
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Tabela 6.1
CDI N3B
Imagem MSI: SLS Imagem MSI: SLS
[um7] [nm] [um7] [nm]
#030 229+05| 219+ 0.5 #025 274 +0.1] 183 +0.1
#090 23.0+03 | 21.8+0.3 #075 27.2+04] 184 +0.3
#150 22.3+0.1| 225+ 0.1 #175 26.6 +0.1]| 18.8+0.1
#220 224 +0.3 | 22.3+0.2 #275 264 +0.2| 18.9+0.2
#310 217+ 04| 231 +04 #375 259+0.3| 19.3+0.2
#420 220+03 | 227+ 04 #400 26.0+ 0.2 19.2+0.2
#540 21.3+0.3| 23.5+04 #475 26.2+0.2]|19.1+0.1
¥ : ; : : 1 19.6 . . . .
24.0 b o
235 } | ' H
19.2 4
_ 230 % ] 19.0] } }
£ E
w 225 ] } 1 a o] i
» % » 186
22.01
% 18.4 -
21.5- % 18.24 % %
; ; . . : 18.0+— . . . . ;
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500
# Imagens # Imagens
Figura 6.6: Graficos da sequéncia de valores de SLS para as duas pontas.

Para efeito de comparagdo, um teste de durabilidade foi realizado com uma

ponta comercial NSC14 para uma sequéncia de 100 imagens. Observou-se que o valor

de SLS aumentou de 26,4 + 0.1 para 29 + 1 nm das primeiras para as ultimas imagens.

Isto demonstra o maior desgaste da ponta de Si, pois houve um aumento de quase 10%

do SLS ao longo das medidas. Em comparacéo, a ponta com CNT CDI mostrou um

aumento de ~ 7% ao longo de mais de 400 medidas. Isto ajuda a destacar a

durabilidade destas ultimas.
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(A) - N3B-Antes das Medidas (B) - N3B-Depois das Medidas

(C) - CDI-Antes das Medidas

Figura 6.7: Imagens de microscopia eletrénica
de varredura (SEM-FEG). (A) e (B) Ponta N3B
antes e depois das 400 imagens. (C) Ponta CDI
antes das 400 imagens. As imagens (A) e (B)
foram adquiridas no LME-LNLS, enquanto a (C)
foi fornecida pela CDI.

Os valores de SLS para imagens da ponta N3B estdo um pouco maiores caso
comparados com as medidas anteriores, mostradas na figura 6.4A, 16,1nm. Esta piora
da resolucéo foi devido a alta frequéncia de varredura que utilizamos (~4Hz) para o
estudo da durabilidade da ponta. Esta frequéncia causa ruidos na imagem -—
possivelmente choques da ponta com a amostra — que normalmente sdo evitados
quando feitas em baixa frequéncia, menor que 1Hz, e isto afetou nos valores de SLS. O
mesmo nao foi observado para a ponta CDI pois, para as medidas neste caso,
diminuimos a frequéncia em 1Hz em intervalos de 50 em 50 imagens para o estudo das

imagens.
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6.5 Medidas em meio liquido

Um dos grandes interesses de nosso grupo € testar a estabilidade das pontas
com CNT em meio liquido, pois neste meio teremos a possibilidade de utilizar estas
pontas para uma gama maior de materiais bioldégicos do que em ambiente seco.

Realizamos medidas em agua DI para ambas pontas CDI e N3B. A figura 6.8
mostra imagens onde é possivel comparar a resolu¢gao das imagens antes, durante e
depois das medidas em agua.

Analisando as imagens, percebe-se que houve uma perda de resolugéo para as
medidas feitas em agua, como era de se esperar, e ao retornar para as medidas a seco,
aparentemente as pontas nao retornaram a sua resolucao inicial.

Os valores de SLS também confirmam este fato (tabela 6.2). Para ambas as
pontas ha um pequeno aumento do SLS para as medidas em agua; os valores voltam a
diminuir novamente para as medidas a seco. Para as pontas N3B este aumento foi de
5.3%, enquanto para a ponta CDI este foi de 2.8%, o que indica que a resolugédo da
ponta N3B piorou mais do que a ponta CDI e que por isso o0 aumento da viscosidade do
fluido do meio — no caso do ar para a agua — afeta mais um nanotubo mais fino e
flexivel como o N3B, do que um nanotubo mais robusto (ou recoberto por fina camada
de 6xido) como o CDI (figuras 6.7-A e 6.7-C).

Tabela 6.2
N3B CDI
SLS SLS
Seco 16,9 + 0.2 21,5+0.2
Agua 17,8 + 0.4 221+04
Seco Pés-Agua 17,4 + 0.2 20,4 + 0.4
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N3B e CDI — Seco e Agua

(A) N3B - Seco

0.00 pm 0.20 0.40 0.60 0.80

(D) CDI - Seco

0.00 ym 0.20 0.40 0.60 0.80

10.0 nm 0.00 10.0 nm
0.20
0.40
0.60
0.80
0.0nm 0.0 nm
(B) N3B - Agua (E) CDI - Agua
0.00 pm 0.20 0.40 0.60 0.60 0.00 pm 0.20 0.40 0.60 0.80
0.00 " 20.0 nm 17.0 nm
0.20
040 (
0.60
0.80
5.0 nm 2.0nm
0.00 ym 0.20 0.40 0.60 0.50
0.00 Y 8.0 nm 10.5 nm
0.20
0.40
0.60
0.80
0.0nm 0.5 nm

Figura 6.8: Imagens de AFM adquiridas com as pontas N3B e CDI. (A) e (D) Medidas a seco; (B) e (E)

Medidas em &gua; (C) e (F) Medidas a seco pds-agua.
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O fato do valor de SLS para as medidas “seco pds-agua” ndo ter retornado a um
valor similar as medidas a seco (ou menor) para a ponta N3B indica que é provavel que
esta ponta sofreu danos apdés a medida, e que pode haver algum residuo aderido ao
CNT.

A imagem de AFM com a ponta CDI pés-agua (figura 6.8-F) mostra claramente
que existe uma quebra ou um residuo aderido na ponta pois para todos os pontos
quanticos varridos na imagem ha um perfil semelhante no lado superior esquerdo (seta

azul).

6.6 Conclusao Parcial

Ambas as pontas com CNT encapsulado demonstraram ter grande resisténcia
para um numero de medidas substancialmente maior que o comumente observado para
pontas de Si, além de se mostrarem viaveis para medidas em liquido. Pelo que nossos
resultados indicam, a ponta N3B obteve imagens com maior resolugdo — tanto em
ambiente seco, quanto em agua — embora tenha mostrado ter maior perda relativa de
resolugdo quando medida em agua comparado com a ponta CDI. Isto se deve ao fato
da ponta N3B ter um CNT com menor didmetro, ou seja, existe uma relagdo entre
resolugao e estabilidade das medidas que deve ser levada em consideragao quando se
usa pontas com CNT.

Ainda ha a possibilidade de aumentar o encapsulamento da ponta com CNT para
as medidas em liquido, aumentando assim a sua estabilidade neste meio.

A durabilidade excepcional das pontas mantendo a resolugdo tem uma grande
vantagem. Como a ponta tem pouca variacao da resolugcao ao longo das medidas, ela
pode ser usada para medir diversas amostras mantendo a mesma resolugido das
imagens, ou seja, a soma conformacional da geometria da ponta sera a mesma para

todas as imagens, facilitando o estudo comparativo das imagens.
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Capitulo 7
Conclusoes Gerais

Ao longo deste trabalho, apresentamos o uso da microscopia de forga atdémica
aplicada a materiais biolégicos, o desenvolvimento de um biossensor semicondutor e o
estudo da estabilidade de uma sonda de AFM com CNT em meio liquido. Iremos
apresentar um breve apanhado dos resultados comentando as suas aplicacbes e
perspectivas.

O estudo da formagéao de biofilmes de Xylella fastidiosa por imagens de AFM e
de microscopia 6ptica mostrou que para diferentes fases do biofilme num ambiente sem
a reposicao de nutrientes, as bactérias se organizam de forma diferente, tendo uma
organizacdo compacta para as fases iniciais e finais, e uma estrutura de ramos na fase
de maturacdo. Com as leis de escala, pudemos associar dois modelos de crescimento
ao sistema, o modelo de Eden para as fases compactas (inicio e fim) e o DLA para as
fases de formacdo de ramos (maturacdo). Todas estas mudancas puderam ser
associadas a basicamente dois fatores do sistema: a formagéo da matriz polimérica de
EPS e a escassez de nutrientes. Desta forma, pudemos verificar que com o estudo de
uma pequena parcela da superficie do biofilme (imagens de AFM) identificamos
estagios da colénia como um todo (maturacdo e degradacéo). Isto indica que mesmo
que o AFM seja limitado para estudar um biofilme como um todo — pode chegar a
didmetros de 400um, portanto visivel a olho nu — ele ainda é uma ferramenta util e pode
trazer contribuicdes importantes a partir do estudo de pequenas regides da superficie
de biofilmes. Este trabalho foi publicado no Journal of Applied Physics em agosto de
2009 1,

Ainda com o AFM, usamos a espectroscopia de forca para estudar a interacao
antigenos-anticorpos obtidos através do virus CTV. Verificamos que ha uma queda de
~60% da forgca quando € trocada a interagdo especifica antigeno-anticorpo pela nao
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especifica antigeno-antigeno, mostrando que existem populagdes de antigenos e
anticorpos imobilizados nas superficies e que estes estdo biologicamente ativos. Este
sistema foi montado em cima de substratos tanto de Si quanto de InP, e verificamos
que ambos possuem comportamentos semelhantes a resposta da forga. Este fato
demonstra que o procedimento simples adotado para a funcionalizacdo e imobilizacao
de material nas superficies da ponta e amostra esta sendo eficiente para as medidas de
forca. Dentre as aplicacdes deste sistema, destacamos o mapeamento de sitios em
superficies que possuem afinidade com o material imobilizado na ponta, tornando
possivel, inclusive, o mapeamento do virus CTV identificando regides de ligagcdes
especificas e nao especificas, um dos principios de um nanobiossensor. Este estudo
também viabilizou o desenvolvimento dos biossensores em InP, que foi um dos
substratos utilizados.

Ja os biossensores desenvolvidos em substratos de InP mostraram-se viaveis
respondendo claramente ao material analisado. Estes dispositivos, preparados com o
mesmo sistema biolégico antigeno-anticorpo mostrado na espectroscopia de forga,
mostraram ter uma variacao relativa de resisténcia de ~55% quando interagiam com o
antigeno especifico do sistema, enquanto para a interagcbes ndo especificas esta
variacao era de ~6%. Ou seja, ele mostrou uma clara especificidade ao par antigeno-
anticorpo que desejavamos detectar. Este foi o primeiro protocolo para caracterizar a
especificidade do biossensor. Naturalmente, existem inumeras substancias que
precisam ser caracterizadas no biossensor, uma vez que a seiva da planta — de onde é
retirado o virus — € formada por varios componentes como a glicose e residuos de
outros microrganismos. A sua sensibilidade € de, no minimo, 100ng/ml de antigeno,
uma ordem de grandeza menor caso comparado com ensaios de ELISA com o mesmo
sistema biolégico. Acreditamos que com algumas melhorias no processo de
preparacao, esta sensibilidade seja ainda menor. Este dispositivo também ¢é atrativo
pela simplicidade da eletrénica necessaria para detectar a sua resisténcia.

Ha perspectivas de desenvolver este biossensor em dois novos substratos: o de
SiNx utilizando a mesma rotina de preparagdo, com a vantagem de ser um substrato

mais barato e mecanicamente resistente para manipulacdo - porém com
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instrumentacdo de medida mais complicada por se tratar de um dielétrico; e num
nanofio de InP, que pode proporcionar sensibilidade muito alta 2.

Os resultados obtidos pelo ELISA, uma técnica convencional para detectar este
tipo de interacdo, confirmam a validade dos resultados obtidos na espectroscopia de
forca e biossensores. E também para estas duas técnicas, podemos estudar outros
sistemas bioldgicos, como fitas de DNA ou entdo outros pares antigenos-anticorpo
como por exemplo os da X. fastidiosa.

Vale destacar que os sistemas biol6gicos estudados nesta tese (CTV e X.
fastidiosa) s&o grandes pestes para a agricultura de citros no Brasil, e que todos os
resultados obtidos sdo informagdes que serdo usadas para detectar e estudar estes
sistemas fitopatoldgicos. Dentre as véarias vantagens destes sistemas, podemos
destacar o fato de ndao serem patogénicos para os seres humanos — e com isso
poderem ser utilizados em ambiente de laboratério convencional. Além disso, no caso
da X. fastidiosa temos uma bactéria que cresce de forma lenta — por isso 0 nome
fastidiosa — viabilizando o estudo em fung¢ao do tempo in-vitro com AFM e fluorescéncia.

Por fim as pontas de AFM com CNTs encapsulados se mostraram extremamente
resistentes além de estaveis em meio liquido, 0 que viabiliza 0 seu uso para aplicacoes
bioldgicas. Tanto a ponta comercial CDI, quanto a ponta montada pelo nosso grupo
mostraram uma leve perda na resolucao, de 3 a 5%, quando usadas em liquido. Os
CNTs também podem ser funcionalizados para a imobilizacao de material bioldgico, e
pode ser usado para medidas de espectroscopia de forca com a vantagem de possuir
melhor resolucéo espacial .
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Apéndice 1
Calibracao da constante de mola das alavancas

Cada alavanca de AFM possui uma constante de mola (k) caracteristica que depende
da sua geometria, massa, constante de elasticidade e o meio em que a medida foi feita '\
Em geral o fabricante das pontas fornece o valor de k dentro de uma grande faixa de erro,
variando em até 70% (em ar). E possivel comprar pontas j& previamente calibradas em ar ou
agua. Porém, além de nossas medidas serem realizadas em um meio especifico (tampao
PBS), ainda aderimos reagentes quimicos e material biolégico na alavanca, o que muda a
sua massa e contribui ainda mais para a mudanga da constante de mola.

Como a espectroscopia de forgca depende diretamente desta constante (capitulo 4), é
de grande importancia que esta esteja calibrada corretamente.

Dentre as diversas técnicas de calibragdo existentes, optamos por aquela que utiliza
a flutuacao térmica como parametro de calibracdo da alavanca. Dentre varias vantagens,
esta técnica ndo depende de parametros geométricos nem tampouco da massa da
alavancal®’. Além disso o software do nosso microscépio tem como ferramenta este tipo de
calibracdao. Desta forma a constante de mola foi calibrada utilizando o principio de
equiparticao de energia, onde a flutuacao térmica da alavanca pela frequéncia de oscilacao
representa um grau de liberdade de seu movimento. Hutter e Bechhoefer ! desenvolveram
um método em que, partindo da Hamiltoniana de um oscilador em equilibrio térmico com o
meio, permite calcular a constante de mola pela equacao:

kT

(A1)

onde kg é a constante de Boltzmann, T é a temperatura em Kelvin, e P é a area do espectro
de poténcia da flutuacdo térmica. Este espectro é adquirido por uma placa da National
Instruments, controlada pelo software Picoview, que também controla o microscépio AFM-
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5500 da Agilent. A figura A.1 mostra os graficos adquiridos pelo Picoview, juntamente com o
célculo da constante de mola pela equagdo A.1. Devido as vibragdes mecénicas e a
precisdo dos sensores 4pticos, o erro desta constante de mola est4 em torno de 20%!".
Utilizamos para as nossas medidas pontas tipo Microlever UL0O6 da
Thermomicroscopes (atual Veeco), alavanca E, cuja constante de mola (dado do fabricante)
€ de 0.1N/m (em ar). Em geral encontramos valores um pouco maiores do que este, em
torno de 0.11N/m, o que era de se esperar pois tanto 0 meio de PBS quanto o material
aderido a ponta favorecem o aumento de k. Note que este pequeno aumento da constante

de mola ainda esta dentro do limite de erro dado pelo fabricante do AFM.
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Figura A.1: (A) Espectro da flutuagao térmica variando a frequéncia de 0 a 100kHz. (B) Ampliagao do
pico de ressonancia, onde abaixo hd uma curva gaussiana ajustada para o calculo da area. (C) Valor da
constante de mola, 0.11N/m.

Uma vez calibradas as alavancas, as constantes de mola foram utilizadas para o
célculo das forcas adquiridas pelo AFM, permitindo a comparacao das medidas feitas com
diferentes pontas, conforme foi feito no capitulo 4 desta tese.
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