MATERIAL SUPLEMENTAR

Roteiro Experimental

ATIVIDADE PRATICA: FUNCIONALIZACAO DE NANOBASTOES DE OURO
PARA DETECCAO DE ALVOS BIOLOGICOS

Objetivos:

1. Modificar quimicamente a superficie de nanobastdes de ouro com o reagente
polietilenoimina (PEI), explorando conceitos de quimica tais como teorias de
ligacdo metalica, estrutura atomica, reagdes de oxidagdo-reducdo e
espectroscopia.

2. Acoplar imunoglobulinas IgG aos nanobastdes modificados para a construcao de
biosensores, analisando conceitos bioquimicos como interagdes antigeno-
anticorpos e conformag¢do de moléculas.

3. Comprovar experimentalmente a interagdo biosensor-alvo através da observacao

do deslocamento da banda de absor¢ao plasmonica e analise do potencial zeta.

1. Fundamentacio teodrica:

As nanoparticulas de ouro (AuNPs) representam uma classe de nanomateriais de
grande potencial tecnoldgico, possuindo propriedades Opticas, magnéticas e estruturais
interessantes para aplicagdes quimicas e bioldgicas: processos cataliticos, terapia
fototérmica, direcionamento de drogas, biosensores, entre outras.

A caracteristica mais peculiar das AuNPs ¢ a ressondncia plasmoénica de
superficie (SPR - do inglés surface plasmon resonance), que se caracteriza pela
oscilacdo coletiva dos elétrons de conducao das particulas metalicas desencadeada pela
exposicao a luz, e que pode ser detectada por espectroscopia. Nanoesferas de ouro
possuem uma banda de SPR na regido do espectro visivel, em torno de 520nm,
enquanto os nanobastdes exibem duas bandas, ja que a oscilacdo coletiva dos elétrons
pode ocorrer em dois sentidos, dependendo da polarizagdo da luz incidente. Assim,
existe uma banda de absor¢do no comprimento de onda semelhante ao das nanoesferas

(denominada banda transversal) e uma banda longitudinal (>600nm) como resultado da



absor¢do induzida pelo eixo longo dos nanobastdes, a qual varia de acordo com sua
relacdo de aspecto (comprimento/largura).

As AuNPs podem ser sintetizadas em diversos tamanhos e formatos, tais como
nanoesferas, nanobastdes, nanogaiolas, nanoestrelas e nanoconchas. Para aplicagdes de
biosensoriamento os nanobastdes de ouro sdo particularmente interessantes devido as
duas bandas de absor¢do plasmonica: a banda longitudinal sofre deslocamento a cada
ligagdo efetiva que ocorre na superficie dos nanobastdes. Dessa forma, essa propriedade
pode ser explorada para deteccdo de alvos a partir de moléculas/biomoléculas acopladas
aos nanobastdes.

Os nanobastdes de ouro sdo frequentemente sintetizados pelo método mediado
por sementes, no qual os nanobastdes sdo preparados a partir da adi¢do de nanoesferas
recobertas por citrato (sementes), a uma solugcdo contendo HAuCl, em elevadas
concentragdes, resultante da redu¢do de HAuCly por acido ascérbico na presenca do
surfactante brometo de cetiltrimetilamoénio (CTAB) e ions de prata.

Para que as nanoparticulas de ouro apresentem aplicabilidade apds a sintese, o
CTAB deve ser removido ou substituido antes das etapas de funcionalizagdo quimica
com ligantes e/ou moléculas de interesse, tais como polietileno glicol (PEQG),
oligonucleotideos, peptideos, polimeros ou silica inorganica. Moléculas bi-funcionais
sdo amplamente empregadas para esse fim, e geralmente possuem grupos de acido
carboxilico que atuam como ligantes quimicos para bioconjugacdo através de
acoplamento mediado por carbodiimida via amina primadria.

Todos os eventos de funcionalizagdo podem ser facilmente monitorados através
da ressonancia plasmonica de superficie, ja que a ligacdo de biomoléculas na superficie
das nanoparticulas altera o ambiente circundante e afeta a densidade de cargas dos
elétrons ali presentes, o que acarreta em deslocamento da banda de absor¢do
longitudinal. Essa caracteristica favorece o uso de nanobastdes de ouro como sensores
para diversas moléculas-alvo, sendo de grande interesse na atualidade sua aplicacdo
para biosensoriamento, também conhecido por nanoSPR. Os sensores sdo obtidos pela
ligacdo de biomoléculas (como anticorpos) a superficie dos nanobastdes, processo
conhecido como funcionalizacdo. A posterior interagdo da biomolécula com o alvo
conclui a detecgdo, resultando em um deslocamento observéavel da banda longitudinal.
Desse modo, esses sensores podem ser empregados em ensaios de deteccdo de variados

marcadores bioldgicos para inimeras condigdes fisiopatologicas, com facil andlise do



resultado final, por meio da verificagdo do deslocamento da banda de absor¢do

plasmonica longitudinal em espectrofotdmetro.

2. Materiais e reagentes:

2.1. Sintese de nanobastées de ouro
e Erlenmeyer de 1000 mL

e Agitador magnético

e Microcentrifuga

e Micropipetas (volumes de 100 uLL e 1000 pL)
e Luvas e jaleco

e HAuCly

e CTAB

e Solucao resfriada de NaBH4

e AgNO;

e Acido ascérbico

e Agua ultrapura deionizada

2.2. Funcionalizacdo de nanobastoes de ouro

e Microtubos de 1,5 mL

e Suporte (estante) para microtubos

e Micropipetas (volumes de 100 uL e 1000 pL)

e Microcentrifuga

e Banho ultrassonico

e Espectrofotdmetro e/ou Zetasizer

e Luvas e jaleco

e Solucao de nanobastdes de ouro

e Polietilenoimina 50% m/v em agua

e Par anticorpo-antigeno (ex.: kit para ELISA com IL-6 humana BD OptEIA™)
e Tampao fosfato salino (PBS 1x)

e C(Cloridrato de N-etil-N’-(3-dimetil-aminopropil)carbodiimida P.A. (EDAC)
e N-hidroxisuccinimida 98% (NHS)

e Albumina sérica bovina com pureza minima de 98%



3. Atividades discentes:

e Realizacdo de pesquisa bibliografica para familiarizagdo com o tema
e Execug¢do dos experimentos no laboratdrio
e Discussdo dos resultados

e Elaboragdo de relatorios

4. Procedimento experimental:

4.1. Sintese de nanobastoes de ouro
4.2. Funcionalizacdo dos nanobastoes de ouro
As nanoparticulas de ouro serdo sintetizadas pelo método mediado por
11,34 , . ~ .
semente. O método consiste na produgdo de sementes e em seu posterior

crescimento direcionado em forma de bastoes.

= Preparo das sementes:

1. Misture 2,25 mL de HAuCl, (5 mmol L), 1,25 mL de CTAB (0,2 mol L") ¢ 0,9
mL de solugio resfriada de NaBH, (1 mmol L") em erlenmeyer de 1000 mL sob
agitacdo continua em agitador magnético.

2. Deixe sob agitacdo até que a solucdo resultante tenha uma coloracdo marrom-

amarelada. A rea¢do pode durar de 2 a 15 minutos.

= Preparo da solucdo de crescimento:

1. Para obter a solugdo de crescimento, misture 5 mL de solu¢do HAuCly (1 mmol
L") com 5 mL de CTAB (0,2 mol L") ¢ AgNOs (4 mmol L™).

2. Adicione 0,07 mL de é4cido ascérbico (0,0788 mol L) durante agitagio
vagarosa. Nessa etapa o acido ascorbico age como agente redutor e altera a cor

da solucdo de amarelo intenso para transparente.



3. Por fim, adicione 0,012 mL da solucao semente a essa solugdo de crescimento
recém-preparada para iniciar o crescimento dos nanobastdes. A cor da solucdo
devera se alterar gradualmente entre os primeiros 15-20 min, até se estabilizar
em tom arroxeado.

4. Purifique os nanobastdes retirando o excesso de CTAB por centrifugagao:

4.A. Centrifugue a 5.600 g por 15 min, descartando o sobrenadante e
ressuspendendo o pellet formado em agua ultrapura deionizada.

4.B. Centrifugue novamente a 5.600 g por 15 min, descartando o
sobrenadante e ressuspendendo o pellet formado em 4gua ultrapura deionizada.

5. Armazene a soluc¢do de nanobastdes de ouro a 4 °C até o momento do uso.

4.2. Funcionalizacdo de nanobastoes de ouro

Para permitir o acoplamento dos anticorpos ¢ necessario modificar
quimicamente a superficie dos nanobastdes de ouro. Para essa finalidade o reagente
escolhido foi a polietilenoimina (PEI). Esse reagente ¢ capaz de mediar a ligacdo
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covalente nanobastio-anticorpo devido aos varios grupos amina reativos.

= Funcionaliza¢do dos nanobastdes de ouro com PEI

1. Separe 250 pL da solucdao de nanobastdes de ouro em microtubo e centrifugue-a
a 4000 g por 10 min. Obs.: Caso o sobrenadante ainda possua coloracao
arroxeada, aumente o tempo da etapa de centrifugacao.

2. Descarte o sobrenadante e ressuspenda o pellet em 250 pL. de PEI (0,3% em
agua ultra pura).

3. Incube o tubo a temperatura ambiente em banho ultrassonico por 30 min, para
desestabilizagdo do CTAB presente na superficie das nanoparticulas e

acoplamento do PEL

= Preparo da solugdo contendo anticorpos

1. Adicione 18,7 uL EDAC/NHS (0,4 mol L' / 0,1 mol L"), 0,4 ug mL" dos
anticorpos anti-IL-6 e tampdo fosfato salino (PBS 1X, pH 7.4, NaCl, KCI,
Na,HPO4, KH,PO4 em 4gua ultra pura) para um volume final de 250 puL

2. Em seguida incube por 30 min a 4 °C.



= Funcionaliza¢do dos nanobastdes de ouro com anticorpos

1. Transcorridos os 30 min de incubacdo com o reagente PEI, centrifugue
novamente a solugdo contendo nanobastdes e PEI a 4000 g por 10 min e
ressuspenda o pellet em 250 pL de anticorpos anti-IL-6 (0,4 pg mL™)
previamente preparados como descrito acima.

2. A reagdo de acoplamento dos nanobastdes funcionalizados ao PEI com os
anticorpos deve ser realizada por 60 min a temperatura ambiente em banho
ultrassonico.

3. Ao final deste tempo centrifugue novamente a 4000 g por 10 min e ressuspenda
o pellet em 100 uL de uma solugdo de BSA em PBS (62 pg mL™' de BSA), para
realizar o bloqueio de possiveis regides livres remanescentes na superficie dos
nanobastdes de ouro.

4. Incube por 30 min a temperatura ambiente em banho ultrassonico.

5. Transcorridos os 30 min centrifugue a solugdo a 4000 g por 10 min e
ressuspenda o pellet em 100 pL de uma solugdo do antigeno especifico IL-6 em
PBS (contendo 100 pg mL™" do antigeno).

Obs.: O tempo e velocidade de rotagdo da microcentrifuga deverdo ser adaptados
caso o sobrenadante ndo fique transparente, ou caso o sedimento de nanobastdes
formado aglutine no fundo do microtubo. As etapas de centrifugagdo sdo cruciais para o
correto funcionamento da pratica.

6. Apos cada adicdo (do reagente PEI, do anticorpo e finalmente apos interacao
com o antigeno) as solucdes devem ser submetidas a varredura por
espectroscopia na regido UV-Vis-NIR (400 a 1100 nm) para verificagdo do
deslocamento da banda de absor¢ao plasmonica longitudinal. Esse deslocamento

comprovara cada interagao.

4.3. Instrumentacio

Os espectros de absor¢do plasmonica das solugdes coloidais deverdo ser obtidos
em um espectrofotometro que realize varreduras espectrais no intervalo de 400 a 1100
nm, utilizando-se cubetas de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico.

Obs.: As amostras poderdo também ser analisadas por leitura de potencial zeta,
com o qual & possivel aferir estabilidade e comprovar a ligagdo de moléculas nas

nanoparticulas, através da modificacdo da sua carga superficial quando dessa interagao.



Para estas leituras, 10 pL de amostra ressuspendida em PBS deverdo ser diluidos em 1,5
mL de 4gua ultra pura e entdo, aplicados em cubetas especificas e submetidos ao
Zetasizer. Além disso, os dados resultantes da leitura em espectrofotometro UV-Vis-
NIR podem ser normalizados utilizando sofiware similares ao PeakFit V.4 e os graficos

gerados em programas similares ao GraphPad Prism” e/ou Origin.

Apds aferimento do potencial zeta e/ou varredura espectral, anote os valores
encontrados e calcule os deslocamentos obtidos, avaliando se ocorreu ligacdo especifica

da molécula alvo.

Tabela 1S. Deslocamentos da banda de absor¢do plasmonica longitudinal obtidos apds interagdao de

reagentes e ligantes a superficie dos nanobastdes de ouro e medidas da intensidade do potencial zeta.

Pico maximo da banda de | Deslocamento (nm) | Intensidade em mV
absor¢do plasmonica (Potencial Zeta)

longitudinal (nm)

Solugdo de nanobastdes de ouro X

Nanobastdes conjugados ao PEI

Nanobastdes conjugados ao PEI e ao Anticorpo

Nanobastdes conjugados ao PEI, Anticorpo e BSA

Ap0s interagcdo com o alvo

3. Perguntas conceituais para elaboracio do relatorio:

1) Quais sdo os efeitos fisico-quimios responsaveis respectivamente pela origem e

variedade de cores das nanoparticulas de ouro em fun¢do do seu tamanho?

2) Considerando a estrutura de um anticorpo (Figura 1S-A) e sua interacdo com um
antigeno explique o motivo da escolha do reagente polietilenoimina (PEI —
Figura 1S-B). Vocé sugere algum outro reagente para realizar o acoplamento do

anticorpo? Justifique sua escolha.



Fab: Local de ligagdo de antigenos
C : Dominios constantes
V : Dominios variaveis

H : Cadeia pesada
L : Cadeia leve

—=: Pontes dissulfeto

Q0C = ¢ o

Cmn Cin Pontes dissulfeto

sy

Regido constante
Cm Cm

-00C COO

\ Cadeia pesada (Cy) HaN

B)

(\NH2

H

N

J

HN" >N,

Figura 1S. A: Estrutura tridimensional badsica de um anticorpo. Cada cadeia pesada

(n) e leve (1) possui uma regido variavel (V) e uma regido constante (C). As duas

cadeias pesadas sdo unidas entre si e entre uma cadeia leve por pontes dissulfeto. A

por¢do C-terminal contendo grupos carboxila esta localizada na regido constante das

cadeias pesadas e a por¢do N-terminal contendo grupos amina situa-se na regido

variavel que engloba ambas as cadeias leves e pesadas. B: Estrutura quimica da

polietilenoimina (PEI)

3) Como o CTAB mantém a sintese controlada em forma de bastdes?

4) Quais os principais tipos de reagdes envolvidas no acoplamento mediado por

carbodiimida via amina primaria?
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