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Divulgacao

ATOMIC FORCE MICROSCOPY APPLIED TO IMMUNOASSAYS. Aftfinity reactions have been used for specific detection of
their complementary partners and an enormous variety of enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) formats are used in research
and in routine serological tests. With the advent of the atomic force microscopy (AFM) technique, the immune reactions have been

monitored by these devices. In the present article we focus on applications of AFM to immunoassays. After introducing the basic

concepts of AFM, a brief discussion on the monitoring of the interactions between antigens and antibodies through both topographic

image and biosensor systems is presented.
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INTRODUCAO

Nos dltimos anos a constru¢do de biossensores'? tem desperta-
do considerdvel interesse no monitoramento de analitos nas dreas
bioldgica, clinica** e industrial’, como também no monitoramento
e controle de alguns poluentes ambientais®. O crescente emprego
de biossensores deve-se a possibilidade destes atenderem algumas
exigéncias que os métodos cldssicos de andlises ndo conseguem,
sendo as caracteristicas mais relevantes: simplicidade de constru-
¢do, resposta rapida, reducdo de custo, seletividade, sensibilidade,
miniaturizagdo, precisdo, facilidade de uso e pequeno volume de
amostra.

Um biossensor pode ser definido como um dispositivo de detecgio,
contendo um componente biolégico ativo (enzimas, anticorpos,
antigenos, células, etc.) diretamente acoplado a superficie de um
transdutor, o qual converte um sinal bioldgico em sinal elétrico.

Com base no reconhecimento do sinal de interesse pelo detector
encontram-se, por ex., 0S iMunossensores € sensores enzimaticos.
Enquanto nos biossensores com enzima s3o monitoradas as concentra-
¢des de substratos, produtos ou mediadores, nos imunossensores’,
que sdo dispositivos analiticos, baseados nos principios de imuno-
ensaios heterogéneos e nos eventos fisico-quimicos, sdo resultantes
da reacdo de afinidade antigeno-anticorpo (Ag-Ac).

No imunoensaio, o sitio combinatério do anticorpo (Ac) ou
paratopo interage especificamente com por¢des mais superficiais
(determinantes antigénicos ou epitopos) do antigeno (Ag) ou
hapteno (substancia ndo protéica de baixo peso molecular que
pode se ligar a sitios especificos de combinacdo de anticorpos,
mas ndo pode, por si sO, iniciar uma resposta imune), formando
um complexo Ag-Ac, conforme a Equacdo 1. Esta interagdo ¢
caracterizada por uma constante de afinidade que ¢ funcdo das
concentragdes do complexo formado, do antigeno e do anticorpo
livres no meio de reacdo. Essa interacdo ¢ mantida por forcas
fracas, como forcas idnicas, ligacdes de hidrogénio, forgas
eletrodinamicas (van der Waals) e hidrofébicas, garantindo o fe-
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ndmeno da especificidade antigeno-anticorpo. Também podem
ocorrer reagdes ndo-especificas (reagdes cruzadas) de outros

anticorpos que competem pela ligagdo com o antigeno®', como,
por ex., ligagdo com o antigeno®'°.
Ac + Ag &> Ag-Ac (D

A formacdo do complexo (Ag-Ac) pode ser monitorada diretamente
(sem a presenca de marcador) ou pelo método indireto (com a presen-
¢a de marcadores). Tanto o antigeno quanto o anticorpo podem ser
marcados (conjugados) e as enzimas, atualmente, s3o os marcadores
mais empregados em imunoensaios. Um dos grandes avangos em téc-
nicas imunoanaliticas foi o desenvolvimento de enzima-imunoensaios
como a denominada ELISA (“Enzyme Linked Immunosorbent
Assays”), tendo enzima como meio alternativo de deteccao''.

A inven¢@o da microscopia de forca atdmica (AFM) foi o pri-
meiro exemplo de método de andlise micrométrica e tornou possi-
vel o emprego do cantilever em aplicagdes topograficas com alta
resolugdo a dimensdes reduzidas e nao-topograficas (sensores com
mecanismo de transdugdo mecénica)'*'>. Na obtengdo de imagens
topogréficas, ¢ empregada uma sonda constituida de uma fina pon-
teira (“tip”’) acoplada a um cantilever, para fazer o rastreamento da
superficie da amostra. A deflexdo do cantilever € a resposta das
forgas de interagdes atdmicas entre a ponteira e o substrato. Com o
método de andlise micromecanica a partir da AFM, foram desen-
volvidos sensores para estudar as forgas envolvidas nas interacdes
moleculares, tendo como trandutor o cantilever. As forgas de
interagdes entre moléculas da superficie da amostra com molécu-
las imobilizadas na ponteira resultam na deflexdo do cantilever, o
qual atua como um transdutor de forca.

Neste trabalho serdo discutidos os monitoramentos de
imunoensaios através de imagens topograficas obtidas por AFM e
biossensores baseados na utilizacdo do microcantilever do micros-
copio de forga atdmica como transdutor.

MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA (AFM)

Por muitos anos os pesquisadores tentaram conciliar a alta re-
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solucdo da microscopia eletronica de varredura e de transmissao
com a capacidade de se obter imagens em meio aquoso, propria
dos microscopios Opticos.

Com a introducdo da técnica conhecida como microscopia de
tunelamento (“‘Scanning Tunneling Microscopy — STM”) por Binnig
e Rohrer, em 1981, surgiram as técnicas nanométricas’®>. O STM
pode produzir imagens somente de superficies de substincias que
conduzem elétrons, ou seja, a propriedade medida € a corrente td-
nel que flui entre a ponta fixada no cantilever e a amostra metdlica
como produto da diferenga de potencial aplicada entre ambas. Com
base nesta idéia, Binnig, Quate e Gerber inventaram, em 1986, o
microscopio de forca atomica (“Atomic Force Microscopy” - AFM),
também conhecido como SFM (“Scanning Force Microscopy”),
que pode produzir imagens de superficies ndo condutoras e
condutoras'®'®, Estas técnicas (STM e AFM) e seus diversos mo-
dos de operag@o constituem uma nova classe de instrumentos per-
tencentes ao grupo de microscopias chamadas SPM (“Scanning
Probe Microscopy — SPMs”)".

SPMs nio utilizam lentes para obtencdo das imagens e ndo
necessitam de uma fonte de luz, nem de um feixe de elétrons. Es-
tas técnicas baseiam-se na varredura da superficie estudada por
meio de sondas de dimensdes muito reduzidas a distancias muito
pequenas (da ordem de alguns A), proporcionando uma alta reso-
lugdo espacial, tanto lateral como vertical, na visualizacdo de su-
perficies em nivel atomico de diferentes naturezas (metais, pelicu-
las organicas, polimeros, amostras bioldgicas em sistemas condu-
tores e isolantes) e em diversos meios (vdcuo, pressdo atmosférica,
meios liquidos)'. Essa versatilidade confere & AFM maior
aplicabilidade em relagdo ao STM.

O principio de funcionamento do AFM baseia-se na varredura
da superficie da amostra por uma ponta piramidal (ponteira) de
alguns micra de comprimento (100 a 200 pm) e geralmente com
menos de vinte nandmetros de didmetro, integrada em um cantilever
flexivel. A sonda (ponteira + cantilever) € sempre o componente
basico do SPM e, para alcangar resolucdo atdmica, a ponta tem
que terminar em um conjunto de dtomos®. A forga entre a ponta e
a superficie da amostra faz com que o cantilever se aproxime ou se
afaste e essa deflexdo ¢ proporcional a forga de interagdo. Na parte
superior da haste hd um espelho que reflete a luz de um feixe de
laser. Apds a reflexdo, o feixe de laser passa por uma lente e incide
sobre um fotodetector (fotodiodo) de quatro quadrantes, que mede
as variagdes de posi¢do e de intensidade da luz produzidas pelas
deflexdes do cantilever (Figura 1). A medida que a ponta varre a
amostra ou a amostra € deslocada sob a ponta, os diferentes tipos
de “acidentes geograficos” encontrados sobre a superficie fazem
com que a intera¢do mude. As variacdes das interagdes sdo os fato-
res que provocam diferentes deflexdes. Essas diferengas, captadas
no detector, sdo armazenadas e processadas por um computador,
que as transformam em imagens topograficas da superficie bi e
tridimensionais. A for¢a mais comumente associada com AFM na
deflexdo do cantilever € a forga de van der Waals>'.

A técnica de AFM, conforme apresentado na Figura 2, pode
ser operada em trés modos diferentes: contato, ndo-contato e con-
tato intermitente (“tapping”)'®.

No modo contato, o cantilever ¢ mantido a poucos angstrons
da superficie da amostra e a forca interatbmica entre a ponta e a
amostra € repulsiva. Neste modo de operacdo, a ponta faz um leve
“contato fisico” com a amostra produzindo imagens com alta reso-
lugdo, mas a compressdo e as forcas geradas, entre a ponta e a
supertficie, podem causar danos a amostra, o que € especialmente
prejudicial as amostras bioldgicas que sdo sensiveis e nem sempre
fortemente aderidas ao substrato.

No modo de ndo-contato, o cantilever € mantido de dezenas a
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Figura 1. Diagrama esquemdtico do sistema de microscopia de for¢a atomica

centenas de angstrons da superficie da amostra e a forca interatomica
entre a ponta e a amostra € atrativa. Neste caso a ponta oscila em
alta frequéncia (100 kHz a 1 MHz), a poucos nandmetros acima da
superficie e a forca total entre a ponta e a amostra ¢ muito baixa,
geralmente em torno de 102 N. Esta oscilagdo aumenta considera-
velmente a sensibilidade do microscépio, o que faz com que forgas
de van der Waals e forcas eletrostdticas possam ser detectadas. O
modo de ndo-contato ndo sofre os efeitos do atrito sobre a amostra,
causada pela ponta, conforme € observado no modo contato apds
diversas varreduras. Por outro lado, este modo ndo tem encontrado
aplicabilidade geral, devido a instabilidade entre a ponta e as for-
cas adesivas da superficie e a resolugdo reduzida pela distancia
ponta-amostra que € relativamente grande. Esta limita¢do tem sido
contornada com a utilizacdo do modo intermitente.

O modo contato intermitente € similar ao nao-contato, exceto
pelo fato de que a ponta vibrante fica mais préxima da amostra, de
forma que tenha um contato intermitente e € utilizado para contor-
nar as limitagdes impostas pelo modo contato. A comparacdo das
imagens nos modos contato e intermitente mostra que as superfici-
es sdo menos modificadas no modo intermitente.

C‘antilever
Anosis Y _poncin __¥ v
(___/\_/_/_\ (—/_\_//_\
i | |
Substrato (a) (b) (c)

Figura 2. Representagdo esquemdtica dos modos de operagdo em AFM: (a)
modo contato, (b) modo ndo-contato e (c) modo intermitente

Nos ultimos anos, SPMs tém trazido notdveis contribui¢des a
ciéncia, em especial a biologia, fisica, ciéncia dos materiais e
microeletronica. Em geral, os estudos com microscopia de forga
atdmica podem ser divididos em aplicagdes topogréficas e ndo-
topograficas. No primeiro grupo, o objetivo consiste em obter
imagens da superficie da amostra para uma caracterizagdo estru-
tural e dindmica®?*. Em sistemas bioldgicos incluindo células,
bactérias, virus e biomoléculas, isso possibilita a compreensio
dos fendomenos biofisicos/quimicos envolvidos, constituindo-se
em mais uma ferramenta auxiliar de andlise e proporcionando
um rdpido desenvolvimento interdisciplinar®=>. Assim, é possi-
vel se obter novas informacdes sobre as bases moleculares dos
processos bioldgicos, como por ex., a investiga¢do de biofilmes
bacterianos com superficies metélicas em sistemas industriais®,
situagdes clinicas e adsor¢do de moléculas protéicas em superfi-
cies de biomateriais*.

Com a integracdo da AFM com a eletroquimica, desenvolveu-
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se a microscopia de varredura eletroquimica (“Scanning electro-
chemical microscopy — SECM”) e tornou-se possivel obter ima-
gens simultaneas da topografia e atividade eletroquimica empre-
gando a ponteira integrada ao cantilever. A ponteira atua simulta-
neamente como ultramicroeletrodo e sensor de for¢a para imagem
topografica®-3¢.

A tecnologia advinda dos SPM permite estudar diretamente as
forcas entre dtomos e moléculas em suas mais amplas variagdes,
bem como forcas de atrito, elétricas, magnéticas e quimicas. O
maior impacto dessa tecnologia € possibilitar a observacdo de es-
truturas em escala atdmica no espaco real. Outra vantagem desse
tipo de equipamento € sua capacidade de operar a temperatura
ambiente, na presenga de ar, o que reduz consideravelmente seu
custo de construcdo e operagao.

Grandes barreiras do conhecimento tém sido vencidas com o
advento dos microscépios de varredura por sonda. A AFM tornou-
se uma importante técnica analitica em imunoensaios com aplica-
¢des topogréficas e ndo-topogrificas (biossensores baseados em
cantilever) no estudo de processos bioldgicos, com habilidade para
explorar os eventos biomoleculares em nivel da interagdo entre as
moléculas.

ESTUDO TOPOGRAFICO DA INTERACAO ANTIGENO-
ANTICORPO

As interagdes de reconhecimento molecular sdo eventos im-
portantes nos aspectos biolégicos®” e esta afinidade entre
biomoléculas tem sido investigada nos tltimos anos.

Os substratos mais comumente empregados nos estudos com
AFM sio vidro, mica e substratos a base de silicio, que podem apre-
sentar um filme metdlico sobre a superticie. A superficie de mica &
comumente utilizada para obten¢do de imagens topograficas de pro-
tefnas por AFM devido ao caréter hidrofilico, ao fato de ser atomica-
mente plano e de possuir alta afinidade por moléculas protéicas. Para
estudo de amostras bioldgicas é importante encontrar o método ade-
quado de imobilizagdo das moléculas no substrato e que ndo cause
alteracdio estrutural do sistema. Vdrios trabalhos, envolvendo a mo-
dificagdo quimica de superficies e imobilizacdo de moléculas, fo-
ram desenvolvidos para obtencdo de imagens topogrificas de alta
resolu¢@o da interacdo Ag-Ac com a técnica de AFM, através do
monitoramento direto (sem a presenca de marcadores).

Através de imagens topograficas, modo contato, Browning-
Kelley e colaboradores® estudaram sistematicamente trés comple-
xos especificos de antigeno/anticorpo, soro albumina bovina (SAB)
50,0 ug mL"' e proteinas purificadas de capsidio de virus do tabaco
(TMVCp 36,0 e TEVCp 7,9 ug mL™"), com os respectivos anticorpos
(IgG) especificos (anti-SAB IgG 17,96 mg mL", anti-TMVCp IgG
1,6 e anti-TEVCp IgG 2,0 mg mL"). Uma imunoglobulina néo-
especifica de coelho foi empregada como controle experimental. A
superficie de ouro, com rugosidade (rms) em torno de 2 a 5 A, foi
imersa em solugdo de HS(CH,),COOH 1 x 10 mol L"' para forma-
¢do da monocamada auto-organizada (“self-assembled mono-
layers”) através do grupo reativo tiol com o ouro. Apds lavagem da
superficie, adicionaram-se 20 WL de cada amostra contendo os
antigenos para formacdo do complexo Ag-Ac através do —-COOH
terminal da molécula em diferentes concentragdes e tempos de in-
cubagdo (0,5 a 1,5 h) para os anticorpos. A simplicidade na prepa-
racdo dos substratos, a interacdo dos antigenos com formagao dos
complexos na superficie de ouro modificada quimicamente e a fa-
cilidade de visualizaco individual dos antigenos, anticorpos e com-
plexos Ag-Ac foram fatores importantes na realizagdo do trabalho
empregando AFM.

Outro grupo de pesquisadores, Ouerghi e colaboradores®, em-
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pregou a AFM, modo intermitente, para obter imagens topografi-
cas de imunoglobulinas de coelho (Ag) e o respectivo complexo
com o anticorpo (anti-IgG de coelho) imobilizado em superficie
de mica atomicamente plana. Também investigaram a interagdo
do Ag com anticorpo ndo especifico, com utilizag¢do da varredura
de superficie. Para preparagdo das amostras em superficie de mica
ndo € necessdria a modificacdo quimica para formagdo de mono-
camada auto-organizada. Sendo uma superficie atomicamente pla-
na com caracterfisticas hidrofilicas e de alta afinidade por protei-
nas, as amostras de antigenos e de anticorpos para formacgdo do
complexo Ag-Ac foram adicionadas diretamente sobre a mica. O
emprego da superficie de mica significa redugdo de custos e tem-
po na preparagdo das amostras para andlise por AFM. Quist e
colaboradores* obtiveram imagens de antigenos, anticorpos e da
formagdo do imunocomplexo especifico por AFM, empregando
moléculas de soroalbumina humana imobilizada e anti-
soroalbumina humana em superficie de mica. No trabalho de
Ouerghi e colaboradores estudaram-se as interagdes especificas e
ndo-especificas entre antigenos e anticorpos e, da mesma forma,
Li e colaboradores* investigaram a interagdo especifica e nao-
especifica empregando AFM, modo intermitente, de dois com-
plexos Ag-Ac: gonadotrofina coriénica humana (hCG)/monoclonal
anti-hCG de camundongo e imunoglobulina de caprino (IgG)/
monoclonal anti-IgG de camundongo. Zhang e colaboradores*
estudaram a interacio especifica entre imunoglobulina humana
(IgG) e anticorpo monoclonal anti-IgG em superficie de mica ato-
micamente plana, modo intermitente. Através de imagens topo-
grificas, verificaram o nimero de liga¢gdes e a mudanca
conformacional durante a formacdo do complexo entre as molé-
culas de antigeno (5 x 10 mol L) e proporg¢des varidveis da
concentragdo do anticorpo (5 x 10 mol L™).

Perrin e colaboradores* demonstraram a habilidade da AFM
em detectar e quantificar rea¢des imunoldgicas especificas por meio
de imagens topogrédficas. Foram investigadas duas reacdes
imunoldgicas em substrato de 6xido de silicio modificado com gru-
pos silanos: anticorpos anti-ferritina de camundongo e anti-Ac de
camundongo conjugado com particulas de ouro coloidal, modo ndo-
contato, e a reagdo entre moléculas de ferritina (proteina presente
no sangue humano) e anticorpos anti-ferritina, modo contato. As
reacdes foram quantificadas diretamente, detectando-se o anticorpo
anti-ferritina e o antigeno e monitorando-se a rugosidade da super-
ficie do substrato™. Foi detectada uma concentra¢do minima de
ferritina de 0,06 pg mL"' e 0,3 x 10° ng mm™ de anticorpos anti-
ferritina.

Outras superficies podem ser empregadas nas investigagdes
topograficas por AFM contendo antigenos e anticorpos imobiliza-
dos. Kooser e colaboradores® empregaram AFM, modo intermi-
tente, para confirmar o recobrimento de uma superficie de vidro
com albumina de soro bovino (BSA) e anti-BSA, em diferentes
tempos de incubagdo. Moloney e colaboradores* empregaram
anticorpos no reconhecimento de sitios de liga¢do do virus de flo-
resta Semliki (SFV) para subseqiiente obtengdo de imagens topo-
graficas por AFM, modo ndo-contato com o ar. Os anticorpos anti-
SFV (anti-E1 e anti-E2) foram imobilizados em superficie de sili-
cio via grupos silanos e ocorreu a formagdo do complexo com o
antigeno SFV.

Através das imagens topograficas € possivel observar o niime-
ro de interacdes entre as moléculas de antigenos e anticorpos, a
detecgdo de interagdes especificas e ndo-especificas (reatividade
cruzada), a distingdo entre classes de imunoglobulinas, bem como
a geometria do imunocomplexo. A explicacdo dos sistemas com-
plexos tem importancia no estudo de uma variedade de interagdes
Ag-Ac e pode ser estendido a outros sistemas macromoleculares.
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MONITORAMENTO DE IMUNOENSAIOS: CANTILEVER
DO MICROSCOPIO DE FORCA ATOMICA COMO
TRANSDUTOR EM BIOSSENSOR

Em adigdo ao estudo topografico das biointeragdes, tornou-se
possivel a utilizacdo de cantileveres como trandutores em dreas de
contato de ordem nanométrica, em diferentes sensores onde um
sinal quimico € convertido em movimento mecanico com alta sen-
sibilidade: sensor de for¢ca em AFM, sensor para temperatura, sensor
para meio de viscoelasticidade, sensor de massa, sensor para ten-
sdo superficial e sensor para campo magnético'®.

Quando o cantilever é empregado como sensor de for¢ca em
AFM, com uma ponteira inserida em sua superficie, podem ser
usadas curvas de distancia para pesquisar as for¢as que contribuem
para deflexdo do cantilever (ou seja, for¢as de van der Waals e
eletrostdticas) e as for¢as de adesdo que atuam sobre a superficie
celular podem ser mapeadas diretamente (Figura 3). Nos demais
processos onde os cantileveres sdo empregados como sensores, a

ponteira niio € necessdria.
Cantilever
! Ponteira
Antigeno

Y Y Y Solugdo com anticorpo

Substrato

Cantilever
Ponteira

Antigeno

: : : : : : Anticorpo imobilizado
Substrato
(a) (b)

Figura 3. Cantilever do microscopio de for¢a atomica como transdutor de

biossensor. Ponteira modificada com antigeno e anticorpo imobilizado no
substrato (a) ou presente em solugdo (b). O processo pode ser inverso, ou
seja, o anticorpo pode estar imobilizado na ponteira do sensor

A forca de interac@o € calculada pela lei de Hooke: F = kAz,
onde F ¢ forca de interagdo, Az € deflexdo do cantilever provocada
pela interacdo e k, a constante eldstica do cantilever, que depende
de sua geometria e do material de constru¢do. Diversos métodos
de deteccdo tém sido propostos para medir esta deflexdo (Sptica,
interferométrica, piezoresistividade)*’ com uma resolugio da or-
dem de angstrom. O esquema de deflex@o Gptica®® ¢ o mais comu-
mente empregado e uma de suas vantagens € a alta resolugdo sinal-
ruido®. O mecanismo dptico € capaz de detectar forca entre 107 e
102 N ¢ sobre a superficie do transdutor tem sido aplicado um
filme metdlico (ouro, aluminio, por ex.) para intensificar a refle-
xdo do laser no fotodiodo. A medida que ocorre um movimento
vertical do mesmo, a posi¢do do feixe de laser no fotodetector va-
ria. O fotodetector pode medir deslocamentos de luz da ordem de
alguns angstrons. A razdo entre o caminho de percurso da luz re-
fletida ao fotodetector pelo comprimento do cantilever produz uma
amplificacdo mecanica.

A ponteira mais comum em AFM € uma piramide cuja base ¢
um quadrado ou um tridngulo e estd localizado na extremidade
flexivel do cantilever, responsdvel pelo sinal de transdugdo (Figura
3). Os cantileveres podem ter a forma de V ou de haste com dife-
rentes comprimentos, espessuras e, usualmente, apresentam entre
23-300 wm de comprimento, 10-30 um de largura e 0,5-3 wm de
altura®’. Transdutores de diferentes composi¢des quimicas estdo
disponiveis comercialmente, por ex., aqueles fabricados com sili-
cio, 6xido de silicio ou nitreto de silicio (Si,N,) sendo o mais
comumente empregado e com constante eldstica entre 0,01 a 100
Nm'. Atualmente, nanotubos de carbono para fabricagéio de pon-
teiras em AFM té€m sido utilizados devido a alta resolugdo, peque-
no didmetro, estrutura bem definida e propriedades mecanicas e
quimicas adequadas™. O mecanismo de transduc¢do mecanica a
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partir de um sinal elétrico possibilita importantes vantagens, como
precisdo e sensibilidade, com resolugdo atomica do biossensor's.
As forcas de interacdes entre moléculas imobilizadas na ponteira
com moléculas imobilizadas no substrato ou em meio liquido cau-
sam deflexdes muito pequenas do cantilever, que sdo detectadas
experimentalmente. Portanto, com a AFM ¢ possivel o monitora-
mento direto das forgas de ligacdes estreptavidina-biotina®*, da
hibridiza¢do dos oligonucleotideos complementares de DNA* e nas
interagdes antigeno-anticorpo, o que serd discutido em detalhes.

A imobilizacdo de moléculas na superficie da ponteira pode
ser em monocamada auto-organizada (SAM) com grupos tidis
(-SH)**%7 sobre filme de ouro depositado ou por meio de grupos
silanéis (-Si0X)*® em substrato de silicio. Outras técnicas podem
ser empregadas para ativacdo das superficies com propriedades
quimicas especificas, como a técnica sol-gel** e deposi¢do de
polimeros por “spin coating”®.

Sensores baseados em microcantilever pelo AFM"* tém rece-
bido uma maior atengdo recentemente por apresentarem alta sensi-
bilidade em drea pequena (~ 100 um?), quando comparados com
superficies de outros biossensores. A microscopia de forga atdmica
tem sido empregada no monitoramento direto de interacdes especi-
ficas entre antigenos e anticorpos em um sistema de imunoensaio®’.

Virios trabalhos envolvendo o desenvolvimento de biossensores
baseados em cantilever no monitoramento de imunoensaios por
AFM sio destacados na literatura. Por meio desses experimentos
podem-se obter informagdes da maneira que os anticorpos interagem
com antigenos especificos, pois muitas vezes faltam dados sobre a
estrutura e a termodindmica dessas moléculas.

Dammer e colaboradores® quantificaram forcas especificas de
interagdo entre albumina de soro bovino (SAB) conjugada com
biotina e anticorpos policlonais anti-biotina. Para esses estudos
empregaram duas superficies de ouro, isto €, da ponteira e do
substrato. Na ponteira do sensor (nitreto de silicio com filme de
ouro) foi imobilizada a SAB biotinilada e os anticorpos anti-biotina
foram imobilizados em um substrato de ouro atomicamente plano,
via ditio-bis-succinimidil undecanoato. A for¢a de interacdo espe-
cifica foi de 111,5 + 98,6 pN. Também determinaram forgas ndo-
especificas no meio contendo SAB (17,5 + 26,5 pN), biotina (33,8
+ 225 pN), estreptavidina (39,6 + 15,1 pN) e influéncia do pH na
formacao do complexo Ag-Ac.

Allen e colaboradores® imobilizaram a ferritina em ponteira
de Si,N, e o anticorpo anti-ferritina em substrato de silicio via ati-
vagdo das superficies com glutaraldeido. Forcas de interagdes Ag-
Ac foram detectadas na ordem de 49 + 10 pN. Esses trabalhos com
albumina de soro bovino e ferritina demonstraram que a AFM pode
ser aplicada nos estudos analiticos de interagdes entre moléculas
envolvendo um sistema de biossensor e que o potencial da técnica
de AFM esta na obtengdo de informagdes relacionadas as formas
de interagdo entre moléculas de antigenos e anticorpos, através da
deteccdo de forcas.

O cantilever do microscépio de for¢a atdmica tem sido empre-
gado nas investigagdes dos sitios de interacdes entre Ag-Ac em
imunoensaios sobre superficies. Hinterdorfer e colaboradores® in-
vestigaram, através da AFM, as interagdes especificas entre o
antigeno SAH (albumina de soro humano) imobilizado em super-
ficie de mica e o anticorpo policlonal anti-SAH imobilizado na
ponteira (nitreto de silicio) via polietilenoglicol. O sensor permi-
tiu a detecgdo da interacdo Ag-Ac com forcas de 244 + 22 pN.
Com o desenvolvimento da metodologia foi possivel detectar siti-
os antigénicos e estudar as forgas dos fragmentos Fab do anticorpo.

Kim e colaboradores® imobilizaram antigenos (peptidios) de
receptores do 6rgdo vomeronasal em superficies de vidro (VN6 -
controle e VN7) e anticorpos anti-VN7 em esferas de poliestireno
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acopladas a ponteira do cantilever. Através do monitoramento das
forcas de interacdes Ag-Ac, a andlise quantitativa do nimero de
antigenos imobilizados na superficie de vidro pode ser estimada.

Stuart e Hlady® estudaram o emprego da AFM no
monitoramento das forcas de interacdo Ag-Ac através da imobili-
zacdo de antigenos conjugados com fluoresceina em esferas de vi-
dro acopladas a sonda e de anticorpos IgG antifluoreceina em
substrato de didxido de silicio modificados com reagentes silano e
imidazol.

Raiteri e colaboradores® estudaram as forcas de intera¢do do
acido 2.,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), herbicida comercial, com
anticorpo monoclonal anti-2,4-D (5 e 25 pg mL™"). O cantilever
(Ni,S,), com uma monocamada de ouro, foi incubado durante 2 h
em solugdo aquosa de cistamina (10 mg mL™") a temperatura ambi-
ente e apds lavagem com dgua foi incubado com glutaraldeido a
3% por mais 1 h. A imobiliza¢do do antigeno 0,2 mg mL"' (2,4-D
conjugado com albumina de soro bovino) foi durante 18 h. A
deflexdo do cantilever foi monitorada empregando-se AFM, méto-
do optico, anexada a uma célula em fluxo. O emprego de alta con-
centracio do Ac ndo resultou em significativa deflexdo do cantilever,
porque provavelmente todos os sitios de ligacdo foram ocupados.
Os resultados demonstraram que € necessaria pequena quantidade
de substancias aplicada ao imunoensaio, mediante a sensibilidade
do microcantilever.

E importante considerar que a determinacio das forcas de
interagdo Ag-Ac empregando-se a ponteira em microscopia de for-
¢a atdmica ndo € decorrente apenas da deflexdo do cantilever, mas
também da interpretacdo dos dados adquiridos durante o monitora-
mento, que depende da natureza fisica do cantilever e da superficie
de interacio.

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A incorporagdo de microscopia de forca atdmica aos processos
de andlises quimicas revela a importancia dos estudos topografi-
cos e do emprego de biossensores baseados em cantilever. A
potencialidade da AFM ¢ enfatizada pela obtengdo de imagens das
estruturas de biomoléculas ou biossuperficies com resolugdo
molecular; estudo das amostras em solugdo, ar, vacuo ou nitrogé-
nio liquido com aprecidvel intervalo de temperatura; estudo de
parametros que afetam os eventos em analise e estudo das proprie-
dades quimicas, fisicas e mecanicas das superficies (densidade,
rigidez etc) e forgas intermoleculares.

Os ensaios empregando AFM ndo requerem marcadores para
monitorar interacdes entre antigenos e anticorpos. O monitoramento
ocorre através da deflexdo do cantilever do microscépio de forga
atomica (deteccdo mecanica) e isso resulta em vantagens como alta
sensibilidade e limite de resolugido em nivel atomico, pequeno volu-
me das amostras empregado nas andlises e baixo tempo de andlise.

Dentre os desenvolvimentos futuros, incluem-se a otimizacio
de transdutores com dimensdes e formas que apresentem baixo
limite de deteccdo, com mdxima sensibilidade e reprodutibilidade,
desenvolvimento de software mais especifico e emprego de um
conjunto (“array”) de cantileveres para reduzir o custo da analise.

A microscopia de forca atdmica ndo substitui o ELISA em la-
boratérios de andlises clinicas, no entanto € uma importante ferra-
menta para diferenciar as reagdes especificas das reagdes cruzadas
no imunoensaio.
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