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Resumo da Dissertacdo apresentada &8 COPPE/UFRJ como parte dos requisitos necessarios
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ESTUDO DA IMOBILIZACAO DA ALBUMINA EM SUBSTRATOS DE NITRETO
DE SILICIO VIA ESPECTROSCOPIA DE FORCA

Claudio Victor dos Santos Junior

Margo/2015

Orientadora: Renata Antoun Siméao

Programa: Engenharia MetalUrgica e de Materiais

Este trabalho estuda a modificacdo dos substratos de silicio a partir da deposicdo de
Nitreto de Silicio, 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES) e Glutaraldeido (GA) em
diferentes tempos de reacdo e concentracdo. Para caracterizar as mudancas nas superficies
foi utilizada a Microscopia de Forca Atdmica (AFM) e para avaliar as modificacBes nos
compostos organicos usou-se a técnica de Espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR). Nas etapas de funcionalizacdo da superficie foi possivel
observar que o Glutaraldeido favorece a fixacdo de um conjunto de macromoléculas tais
como a Albumina do Soro Bovino (BSA),as quais ficam fortemente ligadas entre si . Para
estimar as interacbes entre as macromoléculas na superficie funcionalizada foram
utilizadas as curvas de forca por meio da teoria da Elasticidade Entropica, a qual
possibilitou estudar o comportamento da macromolécula em diferentes pHs.

Para avaliar como ocorrem as ligagdes das macromoléculas entre si e 0 meio séo
usados 0os modelos matematicos da cadeia vermiforme (WLC) que descreve as forcas de
estresses mecanicos bem como o modelo de Bell que se fundamenta na energia livre de
Gibbs. Um dos resultados demonstra que no pH 6 a presenca de agua o Comprimento de
persisténcia(CP) é proximo a 90nm o0 que caracteriza que a interacdo entre as
macromoléculas é menor e em meio desidratado h4 o aumento desta intera¢do para 201nm
no CP, e isso demostra que toda essa dindmica dependera do pH, da concentracdo da

macromolécula e da energia da superficie.
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STUDY OF ALBUMIN IMMOBILIZATION ON SILICON NITRIDE SUBSTRATE
THROUGH FORCE SPECTROSCOPY

Claudio Victor dos Santos Junior

March/2015

Advisor: Renata Antoun Simao

Department: Metallurgical and Materials Science Engineering

Present work represents silicon substrate modification via Silicon Nitride, “3-
aminopropyltriethoxysilane (APTES), and Glutaraldehyde (GA) with various deposition
runs and different concentration of polymerization agents. Atomic Force Microscope is
used to caracterize final deposited coatings. Fourier Transform Infrared Spectroscopy is
used to study modifications in organic compounds present in coating. In functionalizing
step, it is revealed that Glutaraldehyde provoks fixation of a set of macro-molecules such
as Bovine Serum Albumin which are strongly interconnected. In order to stimate
interactions among macro-molecules in functionalized surface,Entropic Elasticity force
curves are ploted. Based on the mentioned method, it is possible to macro-molecule’s
behavior in differetn pHs.

Two mathematical models are used to explain inter-connections among macro-
molecules and medium; Worm-like Chain model that explores mechanical stress forces
and Bell model that is based on Gibbs free energy. In the largest macro-molecule length
which is achieved in pH 6 aquatic solvent, it was observed that persistent lenght (PL) is
near 90nm which refers to less interaction among macro-molecules. In water-free solvent
PL reached up to 201 nm which proves that all this dynamic realies on pH, macro-molecule

concentration, and surface energy.
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1. INTRODUCAO

O avanco tecnologico permitiu a busca por ferramentas que controlem processos
organicos, 0s quais sejam capazes de monitorar as alteragdes ambientais e quimicas
utilizadas nas industrias farmacéuticas, alimenticias, agricolas, etc. Neste sentido, a
ciéncia que cada vez mais ganha destaque € a nanotecnologia porque ela auxilia e facilita
a compreensao dos fenémenos fisico-quimicos em processos organicos.

As técnicas que se fundamentam em nanotecnologia permitem identificar com alta
sensibilidade a relacdo do sinal\ruido, tempo\resposta e a estabilidade de diversos
materiais. Desse modo, a nanotecnologia por ser uma técnica na escala nanométrica tem
facilitado estudos de interacGes especificas em tempo real. Assim, a analise dos dados a
partir desta ciéncia tornou possivel desenvolver os resultados apresentados nesta
dissertagdo, uma vez que este trabalho teve como um dos objetivos estudar a composicao
da molécula e as varias rotas de sintese por meio de um conjunto de mondmeros
funcionalizados na superficie.

Assim sendo, como um dos passos mais importantes no que se diz respeito a
engenharia dos materiais é 0 estudo da estrutura-propriedade, uma das ferramentas que
cada vez mais ganha espagco em nanotecnologia é a Microscopia de varredura por ponta
de prova (SPM).

Dentre os SPM mais habituais podemos citar: a microscopia de tunelamento
(STM) utilizada para mapear os detalhes atdmicos devido a transferéncia de elétrons e a
Microscopia de forca atbmica (AFM). Esta Gltima técnica permite extrair imagens de
espécies isolantes ou condutoras bem como pode ser operada em ambiente liquido,
proporcionando estudos dindmicos ligados as areas da biologia.

Desse modo, tornam-se fundamentais trabalhos tedricos e experimentais na area
de engenharia de materiais que investiguem meios de funcionalizar materiais e controlar
as interagdes entre macromoléculas-material, porque é uma forma de realizar medidas de
interacOes especificas para que haja maior controle da biocompatibilidade e bom emprego
em adsorcao de proteinas.

Nesse sentido, o emprego da microscopia de varredura por ponta de prova (SPM)
nos auxilia a investigar as interacfes dindmicas nas superficies funcionalizadas e a sua
utilizagdo tende a aumentar devido aos desafios encontrados na prepara¢do, manuseio e

controle da disposi¢cdo dos a&tomos na superficie.



Portanto, ao observar as respostas bioldgicas nos materiais funcionalizados usados
neste presente estudo, os quais sdo o Glutaraldeido e o 3-aminopropiltrietoxisilano
(APTES) se verificou que eles podem nos ajudar a ter um entendimento complementar e
quantitativo do estudo em superficies em meios bioldgicos complexos.

Além do mais, a partir das técnicas de funcionalizacdo € possivel melhorar a
potencialidade dos biomateriais usados em dispositivos médicos avancados. Dessa forma,
a ciéncia da engenharia de superficie nos ajuda a observar que os biomateriais dependem
criticamente da investigacdo dos mecanismos de interacdo e das funcBes que uma
proteina adsorvida realiza, uma vez que esses fatores nos propiciam na obtencdo de uma
resposta bioldgica para os materiais funcionalizados.

Deste modo, para que se estabeleca a funcionalizacdo dos materiais nas amostras
bioldgicas ha a necessidade de liga-las com substrato alvo de interesse e o transdutor
fisico porque o transdutor fisico depende do reconhecimento molecular bioldgico e tem a
necessidade de possuir uma resposta precisa, reprodutivel e linear sob a faixa de
concentracdo do substrato de interesse através das reacdes com os analitos-alvo.

Como ¢ indispensavel que exista algum agente que favoreca a seletividade, a
especificidade e dentre outros fatores com meio, a alternativa que vem sendo adotada
como técnica de funcionalizacdo de superficie é o emprego do 3-
aminopropiltrietoxisilano o (APTES).

Na cadeia do APTES ha uma terminacdo de grupo amino (NH3) que ira ficar
exposto na superficie do Silicio-Si ou Nitreto de Silicio-SizNg4, visto que quando estdo
expostos ao ar formam naturalmente uma camada de 6xido reativo o grupo Si-OH, esses
grupos reagem fortemente com os silandis que favorecem a ligacdo covalente com 0s
compostos.

Posterior a ligacdo covalente na superficie é usado o Glutaraldeido-GA com o
intuito de “aprisionar” a Albumina do Soro Bovino (BSA), porém esta ligacdo depende
dos parametros de fixacdo do Glutaraldeido e da sua interacdo com a proteina visto que
tais interacOes podem ser inter ou intra-moleculares.

Assim sendo, esta pesquisa tem como intuito estudar as interacGes entre: a ponta
de Nitreto de Silicio (ndo funcionalizada) com a superficie de Nitreto de Silicio
(funcionalizada por um conjunto de mondmeros) alterando a concentracdo, o tempo de
reacdo bem como outros parametros de reagdo na superficie com a finalidade de estimar

as interagdes desse conjunto de mondmeros através das curvas de forga.



Como a funcionaliza¢do da superficie altera a conformacao desses conjuntos de
monémeros, foram utilizados modelos matematicos para estudar este comportamento.
Um dos modelos € chamado de modelo da cadeia Vermiforme (WLC) que estuda estresse
mecanico em um conjunto de mondmeros por meio de uma forca externa aplicada e o
outro modelo se chama modelo de Bell que se fundamenta nesta mesma forga externa
aplicada. Porém, o conceito empregado neste ultimo modelo é o da variacdo da energia
livre em um conjunto de mondmeros. Ao estimar as forcas de interacdo no meio €
provavel existir preferéncias de comportamento com o meio onde a proteina se encontra
“imobilizada” e isso pode vir a revelar quais as tendéncias de conformacéo ou ligagéo da

macromolécula com a superficie.



2. OBJETIVOS

- Objetivo Geral

Esta pesquisa teve como objetivo principal quantificar as forcas de interagédo entre
a ponta de prova do AFM de nitreto de silicio (SizN4) ndo funcionalizada e albumina do
soro bovino (BSA) imobilizada na superficie do (Si3sN4) , em funcdo das mudancas de pH

e da concentracdo do meio.

- Objetivos especificos

e Depositar Nitreto de Silicio em substratos de Silicio por meio das técnicas de
Magnetron Sputtering assistida por Plasma (PEPVD);

e Funcionalizar a superficie do (SisNg) por meio da reagdo com 3-
Aminopropiltrietoxissilano (APTES);

e Utilizar o glutaraldeido como agente de reticulagdo para a albumina do Soro
bovino.

e Caracterizar as amostras obtidas por meio das técnicas de espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e microscopia de forca
atémica;

e Estudar as interagdes das macromoléculas na superficie funcionalizadas,
utilizando a teoria da elasticidade entrépica e 0 modelo matematico da cadeia
Vermiforme (WLC);

e Comparar os resultados obtidos pelo modelo de WLC com o modelo de BELL e
estimar os provaveis comportamentos entrépicos em fungdo da forca de ruptura,

comprimento de contorno e persisténcia, assim como 0 modulo de Young.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA.

Este capitulo apresenta os principais fundamentos tedricos importantes para este
tema bem como avalia os conceitos de biossensor e propriedade de proteina em
superficie. Além do mais, nesta dissertacdo discutem-se as teorias que norteiam as
técnicas de microscopia de forca atdmica e curvas de forcas; métodos de funcionalizacao;

reconhecimento molecular e a caracterizagdo de estruturas.

3.1 BIOSSENSORES

O uso do termo biossensor iniciou-se na década de 70, apesar dos biossensores
serem utilizados antes dessa época. O primeiro biossensor conhecido foi chamado de
eletrodo enzimatico, o qual foi demonstrado em 1962 por Clarck e Lions (GEORGE et al,
2000).

O eletrodo enzimético mais tarde denominado como biossensor foi produzido pela
imobilizacdo da glicose oxidase em um eletrodo amperométrico que detectava
concentracdo do consumo de O, sob alto potencial de reducéo.

Assim, os autores citados avaliaram a quantificacdo da variacdo de oxigénio
dissolvido que era proporcional a variacdo de glicose. A partir dessa experiéncia houve
um interesse cientifico em analisar compostos quimicos em aplicacdes bioldgicas que
mais tarde estimulou o desenvolvimento de biossensores para 0os mais diversos tipos de
anélise com a finalidade de obter resultados mais instantaneos e concisos.

Estudos preliminares imobilizaram organismos vivos sobre a superficie de um
sensor gasoso de amonia, chamando-o de sensor bio-seletivo (bio-selective sensor). Apds
certo tempo o nome sensor bio-seletivo foi abreviado para biossensor (RECHNITZ et al,
1977).

Segundo a definicdo da IUPAC (1998) sobre biossensor: “é um aparato que
utiliza reagdes mediadas por enzimas, imunosistemas, tecidos, organelas ou celulas
inteiras com o intuito de detectar compostos quimicos por meio de sinais elétricos,
térmicos ou opticos”.

Ha trabalhos pioneiros como de LOWE, et al (1984), o qual define os

biossensores como dispositivos analitos (amostras), que convertem uma resposta



bioldgica em um sinal confiavel e processavel. Conforme apresentado na figura 1, os
biossensores sdo construidos a partir de um componente que introduz na amostra: a) um
sistema de reconhecimento molecular, b) um transdutor e; ¢) uma unidade processadora
de sinal LEE et al, (2008).

© O <
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O <> A©_o
V@oo
HD Introducado da amostr \ S

\

e

© C
S

=
Qb O V
<1’ © ~ Unidade
Analito-alvo — O=>¢0 Elementode  Transdutor processadora
© reconhecimento (B) de sinal (C)

(componente
bioldgico) (A)

Figura 1- Configuracdo de um biossensor, mostrando a organizacdo dos seus componentes
funcionais. A deteccdo do analito-alvo é feita por um componente bioldgico que gera um sinal (A), o qual é
convertido (B) e processado (C). Adaptado por CALIL et al (2011).

No principio de reconhecimento o componente bioldgico entra em contato com o
analito de interesse e produz um sinal. Este sinal pode ser um receptor, enzima, anticorpo,
acido nucléico (PATHAK et al, 2007; CHAMBERS et al, 2008; LEE et al, 2008).

Com a imobilizacdo dos reagentes no sistema, o sensor desempenha a funcéo de
identificar a composicao de espécies com o0 minimo de influéncia humana.

A estabilidade das técnicas de imobilizacdo determina a sensibilidade e a
confiabilidade do sinal do biossensor, devido a preservagdo dos sitios ativos da molécula
(MEHRVAR, ABDI, 2004; Embrapa Agroindustria tropical, 2008; MELO, 2008 apud
CALIL etal,2011).

O transdutor age como uma interface, aferindo a alteracdo fisica ou quimica que
ocorre na reagdo com o biorreceptor, transformando essa energia em um produto
mensuravel como: massa, carga, calor ou luz. Os transdutores podem ser de diferentes
tipos, tais como: eletroquimico, Optico, piezoelétrico e calorimetrico (MEHRVAR et al,
2000; PATHAK et al,2007; LEE et al, 2008).

A unidade processadora de sinal trabalha como um detector que filtra, amplifica e
analisa o sinal traduzido, transferindo para um monitor ou armazenando-o em algum
dispositivo ( RAITERI et al, 2002; PATHAK et al, 2007).



Em determinados eventos pode ser interessante priorizar a seletividade e a
sensibilidade do sensor, ou dar preferéncia a0 exame do intervalo de resposta ou
habilidade de regeneracdo da superficie de interacdo. Dessa forma, o0 uso de biossensor
por partes sensitivas através da nanotecnologia se torna atraente e viavel, uma vez que
estudos recentes feitos pela Universidade de Yale (EUA) desenvolveram um
nanobiossensor que consiste em dois microelétrodos ligados por uma ponte de nanofios a
um anticorpo. A unido do biorreceptor ao tumor gera um sinal elétrico que permite

detectar o tumor que néo foi observado por outras técnicas de analise.

3.2 PROTEINAS: CONCEITO E CARACTERISTICAS

No encontro anual da Sociedade Americana de Fisica Richard P.Feynman, 29 de

dezembro de 1959 apontou que:

“Quais seriam as propriedades dos materiais se nos pudéssemos arrumar os
adtomos da forma que ndés queremos? N&o posso ver exatamente o que
aconteceria, mas ndo duvido quando tivermos algum controle sobre o arranjo
das coisas em pequena escala nos teremos uma variedade enorme de
propriedades que as substancias podem ter e das diferentes coisas que podem
fazer”.

O estudo das propriedades das proteinas comegou no inicio do século XVIII com
a descoberta de que certos componentes coagulam em altas temperaturas e em meio acido
tais como: a clara de ovo (albimen), o sangue e leite, entre outras.

Essas substancias foram denominadas albuminoides (semelhantes ao albumen)
usualmente chamado de Albumina do (Latim: albus, branco) referem-se de forma
genérica a qualquer proteina que é solivel em &gua, moderadamente soltvel em solugdes
salinas, ou que sofra desnaturacdo com o calor.

Por volta de 1900, 12 aminodcidos diferentes liberados pela degradacdo da
proteina haviam sido identificados. Em 1906 foram identificados outros quinze tipos de
aminoéacidos diferentes; em 1935 esse numero aumentou para dezoito e em 1940 chegou
a vinte, completando a lista de aminoacidos que existem nas proteinas dos seres Vivos.
(AMABIS; MARTHO,1997).

Em animais superiores, as proteinas sdo 0s compostos organicos mais abundantes,
representam cerca de 50 % do peso seco dos tecidos. Do ponto de vista funcional, seu
papel é fundamental, ndo existindo processo biolégico que ndo dependa da presenca ou

da atividade deste tipo de biomolécula. As proteinas desempenham inimeras funcoes



distintas, como por exemplo: enzimas, hormdnios, proteinas transportadoras, anticorpos e
receptores de muitas células.

Todas as proteinas contém carbono, hidrogénio, oxigénio e nitrogénio e muitas
possuem enxofre. Ha variacbes na composicdo de diferentes proteinas, porém a
quantidade de nitrogénio, representa, em média 16 % da massa total da molécula. Dessa
forma pode-se calcular a quantidade aproximada de proteina em uma amostra medindo-se
a quantidade de nitrogénio da mesma.

Existem 21 aminoacidos, sendo que o organismo humano é capaz de sintetizar
apenas 6 deles, chamados de aminoacidos ndo essenciais: alanina, &cido aspartico, acido
glutdmico, cistina, serina e tirosina. Os demais aminoacidos 35 sdo adquiridos pela
alimentacdo e sdo essenciais: fenilalanina, isoleucina, leucina, lisina, metionina, treonina,
triptofano, histidina, valina, arginina, cisteina, glicina, glutamina, prolina, hidroxiprolina
(ALBERTS et al, 2006).

As proteinas sdo definidas como polimeros, cujas unidades constituintes
fundamentais sdo os aminoacidos. Os aminoacidos (Figura 2), por sua vez, sao moléculas
organicas, as quais possuem ligacdo com: a) 0 mesmo atomo de carbono (denominado de
carbono «); b) um atomo de hidrogénio; ¢) um grupo amina, d) um grupo carboxilico e
uma cadeia lateral “R” (caracteristica para cada aminoacido). (FRANCISCO et al, 2006)

A cadeia lateral é o que difere as propriedades fisico-quimicas dos aminoéacidos,
Ou seja, sua estrutura, tamanho, cargas elétricas e solubilidade em agua. Além do mais, as
cadeias laterais sdo responsaveis por forcas estabilizadoras advindas de interacGes fracas
(ligagbes de hidrogénio, hidrofébicas, eletrostaticas etc.), que mantém as estruturas
conformacionais enoveladas das proteinas. (FRANCISCO et al 2006)

As unidades que se repetem sdo denominadas residuos aminoacidos, o grupo
carboxilico de um aminoacido se une a um grupo amina de outro aminoacido formando

uma ligacéo peptidica (C-N) e liberando uma molécula de agua. (SOUZA , 2010).



Figura 2 *: Estrutura geral dos aminoécidos com destaque
para o caborno a a e para a cadeia lateral “R”

T A

o o
: . Carbono o

Ligacao peptidica

Figura 3: Reacdo de condensacdo entre duas moléculas de aminoacidos levando a ligagao
peptidica.

L As figuras foram construidas no programa Cambridge Soft,ChemOffice2008.
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A definicdo da bioguimica a respeito das proteinas é que estas se comportam
como polimeros complexos que se dobram e possuem uma formdla estrutural quimica
H—(NH-HCR—CO),—OH. Esta possui 20 aminoacidos naturais onde R representa um
desses amino&cidos. Logo, como as proteinas geralmente sdo grandes moléculas existem

quatro niveis de estruturas conhecidas que sao ilustradas na figura 4 abaixo:

Estrutura priméria Estrutura secundaria Estrutura terciaria Estrutura quaternéria
Sequéncia de Mantidos por Mantidos por . Mantida por
aminoacidos interagdes de ligagdes de interagBes entre

ligagGes de dissulfeto as cadeias
hidrogénio

Figura 4 : Estrutura de uma proteina

- Estrutura priméria

Sao sequéncias lineares de aminoacidos unidos por ligacbes peptidicas. As
estruturas primarias da proteina contem a sequéncia de residuos amino acidos ao longo da
cadeia polipeptidica com funcdo de localizar qualquer ligacdo de dissulfeto. Esta
estrutura determina a fungdo dos aminodcidos e a sequéncia das estruturas secundarias,

terciarias e quaternarias de proteina.
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- Estrutura secundaria

A estrutura secundaria de uma proteina corresponde a regides que sdo distribuidas e
estabilizadas por ligacOes de hidrogénio entre os grupos -NH e C=0 da cadeia principal
que participam das ligagOes de hidrogénio, envolvendo as cadeias laterais. Os dois tipos

principais de estrutura secundaria sdo: a alfa hélice e a folha beta.

- Estrutura terciaria

A estrutura terciaria é formada pela disposicao espacial das estruturas secundarias e das
estruturas ndo regulares, constituindo a proteina toda. Este tipo de estrutura ocorre em
proteinas globulares e também em estruturas mais complexas funcionalmente. As cadeias
polipeptidicas muito longas podem se organizar em dominios e em regifes com estruturas
terciarias semi-independentes ligadas entre si por segmentos lineares da cadeia
polipeptidica. Os dominios sdo considerados as unidades funcionais e de estrutura

tridimensional de uma proteina.

- Estrutura quaternaria

S&o os arranjos entre cadeias polipeptidicas (subunidades) que constituem uma proteina
ativa. Em certos casos alguns peptideos (cadeias de aminoacidos) podem ser produzidos
até este ponto depois varios deles se associam para formar uma estrutura quaternaria, que
corresponde a forma final da molécula. Na molécula de hemoglobina, por exemplo, a
estrutura quaternaria é atingida pela unido de quatro cadeias polipeptidicas associadas,

que se organizam em torno de um atomo de ferro.
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3.3 ALBUMINA DO SORO BOVINO: ESTRUTURA E FUNCAO.

A albumina soro bovino (BSA) é a proteina mais abundante no sangue com cerca
de 50pg/mL de concentragdo tipica. Esta proteina também é importante para estudos
devido as suas caracteristicas serem muito proximas a estrutura do HSA (Albumina sérica
humana). Além disso, ela é a maior e mais abundante proteina no sistema circulatorio,
que representa cerca de 55% do total de proteinas do plasma sanguineo com
concentracdo tipica de 5g / 100mL de sangue.

A albumina também é importante pois regula 80% da pressao osmotica coloidal
no plasma, o que a torna Util para regular o volume do sangue circulante. A albumina é
também uma proteina transportadora, ligando-se naturalmente a produtos terapéuticos e
toxicos na circulacdo, elimina radical livre e mantém principalmente as funcdes do pH
do sangue. Uma das propriedades mais excepcionais da albumina é a capacidade de se
ligar de modo reversivel a uma incrivel variedade de acidos “graxos”, lisolecitina,
bilirrubina, a varfarina, o triptofano e os outros. O peso molecular do BSA ¢é de cerca de
66 kDa e a albumina do Soro Bovino é uma das proteinas mais pesquisadas ha anos
(CARTER et al,1994).

A estrutura primaria do BSA é constituida por uma Unica cadeia simples
polipeptidica com 582 residuos de aminoacidos com sequéncia bem conhecida entre as
cadeias. O comprimento do contorno da proteina desnaturada (ou completamente
estirada) pode ser calculada a partir do numero de residuos de aminoacidos da ligacao
peptidica que é de 0,37nm e assim o comprimento de contorno é de 215nm. O BSA tem
100 cadeias laterais acidas com 41 residuos de Aspartato (Asp) e 59 residuos de
Glutamato (Glu) e 99 cadeias laterais basicas com 23 residuos Argina (Arg), 59 residuos
de Lisina (Lys), e 17 de Serina (Ser). Sua estrutura secundéria é formada por seis a hélice
e 17 ligacOes de dissulfeto.

Além disso, a estrutura do BSA pode formar dimeros principalmente em altas
concentragdes ou na forma cristalizada (CARTER et al,1994). O ponto isoelétrico (PI) do
BSA esta em torno de 4.7 e 5.6, segundo (FERRER, et al ,2001). O PI da molécula indica
o pH no qual a molécula se encontra com cargas neutras. Dependendo da mudanca de pH
0 BSA fica mais carregado negativamente ou positivamente. Por exemplo, no pH 7 o

BSA fica mais negativamente carregado e entre os intervalos de pH (4 e 8) sofre
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mudancas na conformacgdo. Outra observacdo importante sobre o BSA € que ele nédo é
carregado uniformemente na estrutura secundaria. Em pH neutro o BSA possui uma rede
de cargas de -10, -8, e 0 para os seus dominios I, Il e Ill sendo estes trés dominios
homologos (I, N-terminais; II; 111, C-terminal), cada dominio contém dois subdominios
que se dividem em estrutura comumente helicoidal. Na figura 5 podemos analisar a
distribuicéo da carga superficial :

FIG 5: Modelo de enchimento de espago da molécula de albumina sérica com residuos basicos coloridos
em azul, residuos &cidos em vermelho, e os neutros em amarelo. (A) Vista de Anterior, (B) vista posterior,
lateral (C) para a esquerda, e (D) para a direito (CARTER et al, 1994).

Recentemente os métodos computacionais desenvolvidos por meio de célculos
com base nas propriedades hidrodindmicas concluiu que a conformagdo da BSA em
solucdo de pH 7,4 apresenta a caracteristica de uma molécula rigida, a qual & muito
semelhante a estrutura em forma de coragdo observada em cristais de albumina sérica
humana - HSA.(CARTER et al,1994)
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3.3.1 Estrutura e conformacao

A molécula de BSA possui varias alteracGes reversiveis de conformacdo que
geralmente sdo distinguidas sob condicdes ndo fisiologicas, e segundo PEREIRA et al
(2003) a conformacdo do BSA tem as seguintes caracteristicas em cada pHs, conforme a
tabela abaixo:

Tabela 3.1- Conformacdo da proteina em diferentes pHs.

pHs CONFORMACAO
2,3 Transicdo da forma F para E estendida
4,3 Transicdo da forma N para forma F rapida
4,7/5,6 Forma N
7 Carregado negativamente (-)
8,0 Transicao de (-) para (basico)
10 Transicao de (basico) para A (envelhecido)

Estas formas se caracterizam por um contetdo de diferentes nas estruturas o
hélice, folhas B e dentre outras estruturas que mudam a estrutura cristalina do BSA como

na figura 6.

55% HELICE

MENOR QUE PH 4.8~ | *> MAIOR QUE PH 7.0

NENHUMA
_ PH S ESTRUTURA BASICO(B)
i . RAPIDO (F) CRISTALINA ;
48% HELICE
TJ- MAIOR QUE PH 10
NENHUMA
ENVELHECIDO ESTRUTURA
(&) 48% CRISTALINA
ESTENDIDO(E) 35% HELICE HELICE

Figura 6: As cinco formas de conformagao da molécula de BSA,
segundo (CARTER et al, 1994).
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3.3.2 Mecanismos de adsorcao.

Quando ocorre o processo de adsorcdo das proteinas na superficie existe uma
tendéncia das ligagdes hidrofilicas serem mais fracas do que em superficies hidrofdbicas.
Isso ocorre pelo fato da adsorcdo em superficies carregadas hidrofilicas ter forte
influéncia dos fatores externos, tais como: a carga da proteina, o pH do meio, a carga da
superficie e a forca ibnica.

Assim quando a macromolécula estd em uma superficie hidrofdbica, haverd um
ganho na entropia do sistema devido a liberacdo de moléculas de 4gua que solvatam a
molécula da proteina e que gradualmente serdo substituidas por ligagdes com a superficie.
De uma maneira geral, o processo de adsor¢do envolve 5 etapas principais como
representado na figura 7 (ROACH et al, 2005; NORDE et al, 2005):

1) Transporte da proteina até a superficie;
2) Ancoragem da proteina na superficie;
3) Mudanca conformacional da proteina;
4) Dessorcdo da proteina;

5) Transporte da superficie para o meio.
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FI1G.7: Etapas do processo de adsorcao de proteinas segundo (NORDE et al, 2005)
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Como de modo geral a proteina apresenta dominios espaciais com caracteristicas
quimicas distintas estes irdo interagir dependendo das caracteristicas do meio e, assim as
alteracdes na conformacdo podem ocorrer imediatamente durante a adsor¢do ou mais
lentamente ao longo do tempo ou ainda ap6s a proteina estar ligada a superficie. Assim as
proteinas podem adotar conformacBes diferentes, ja& que existe uma relagdo entre a
quantidade da proteina adsorvida com sua estabilidade (NORDE et al,1995).

Na figura 8 ha um diagrama esquematico mostrando a adsor¢do de uma proteina
globular como, por exemplo, a Albumina do soro bovino (BSA), que possui dominios
individualizados, os quais podem passar por processos simultdneos. Em (a) temos a
conformacdo da proteina que pode ficar distorcida a partir da interacdo com a superficie.
E em (b) a mesma proteina tem a forma de bastonete que passa por maltiplos processos
de adsorcdo, (i) representa a proteina inicialmente adsorvida ao longo do eixo paralelo a
superficie; e em seguida em (ii) ocorrem reorganizacGes e 0 aumento da interacdo entre a

proteina-proteina e a concentracéo da proteina na superficie (ROACH et al, 2005).
! : ﬂ I
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FIG.8: Etapas do processo de adsor¢do de proteinas globulares a partir de (ROACH et al, 2005).
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3.4 BIOMATERIAIS E PROPRIEDADES DE SUPERFICIE.

A biocompatibilidade dos materiais estd associada com as interacdes da superficie
com as biomoléculas ou mais especificamente das proteinas adsorvidas na superficie
(FENOGLIO et al, 2011).

Sabe-se que esta adsor¢do ocorre logo apos a inser¢do do biomaterial no corpo
celular e este processo influencia drasticamente as respostas dos biomateriais. Porém, tais
respostas bioldgicas ndo sdo totalmente compreendidas em seu aspecto fisico- quimico.
No entanto, o estudo demonstra que a energia de superficie tem influéncia no processo de
adsorcdo das proteinas e, por conseguinte nas respostas nas células (FENOGLIO et al,
2011).

Deste modo, quando se adsorve proteinas em superficies hidrofilicas esta
interacdo tende a ser mais fraca do que em superficies hidrofébicas porque a adsor¢do em
superficies carregadas e hidrofilicas tem forte influéncia dos fatores externos, tais como:
a carga da proteina, o pH do meio, a carga da superficie e a forca idnica.
Consequentemente, em superficie hidrofobica, havera uma desordem do sistema devido a
liberacdo de moléculas de agua que dispersam a molécula da proteina, a qual
gradualmente sera substituida por ligacGes com a superficie (RABE, et al 2011).

Deste modo, quando se faz uma quimica de superficie especifica esta condiciona
0 tempo de residéncia, a energia inicial e a interacdo da proteina na superficie
(ANDRADE et al,1987).

Deste modo, a adsorcdo de proteinas na superficie do material ird impactar na
distribuicdo de carga da superficie na disposicdo das ligacdes de hidrogénio e nas
interacdes eletrostaticas ou de Van der Waals.

Além disto, a propriedade de interacdo protéica com a superficie também ira
depender do ambiente quimico ou bioldgico da superficie e dos biomateriais que exibem
diferentes polaridades (RABE et al, 2011). Conforme ilustrado na figura 9 as interac6es
dependem de diferentes fatores relacionados a proteina, conforme (tabela 3.2) e (tabela
3.3):
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Carga negativa (-)

Carga positiva (+)

Regido polar )

Regido hidrofébica ¢

Figura 9: InteragGes que ocorrem entre proteina e o substrato.
Adaptado de: DEE, K.C et al, (2002).

Tabela 3.2: Propriedades de interacdo da proteina com a superficie (DEE, K.C et al,

2002)

PROPRIEDADE

EFEITO

TAMANHO Moléculas maiores podem ter mais locais de contato
com as superficies.
CARGA Moléculas préximas ao ponto isoelétrico geralmente

adsorve mais.

ESTABILIDADE DA ESTRUTURA

Proteinas menos estaveis sdo as que possuem menos
ligagBes intermoleculares cruzadas, assim esta se
desdobra numa extensdo maior para formar mais
pontos de contato com a superficies.

TAXA DE DESDOBRAMENTO

As moléculas podem se desenrolar mais rapido a
partir de contato com a superficie.
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Tabela 3.3 propriedades da superficie e interacdo com a proteina (DEE, K.C et al, 2002).

Caracteristicas EFEITO
TOPOGRAFIA Maior exposicéo de &rea na superficie, maior interagdo com proteinas.
COMPOSICAO A quimica da superficie ird determinar os tipos de forcas intermoleculares

Que irdo reagir com as proteinas

HIDROFOBICIDADE | Superficies hidrofébicas tendem a ligar mais proteinas na superficie

HETEROGENEIDADE | Quando a superficie é heterogenia pode ocorrer disparidade de interagéo entre
os dominios das proteinas

POTENCIAL O potencial de interagéo pode influenciar na distribui¢do de ions das proteinas

3.5 MICROSCOPIA DE FORCA ATOMICA (AFM)

A microscopia de forca atbmica é uma técnica de analise de superficie por uma
ponta de prova. Esta ponta de prova é disposta sobre uma alavanca que funciona como
uma mola sensivel quando submetida a pequenas variages de forca com uma constante
de mola pré-determinada. Sabe-se que quando a ponta se aproxima da superficie da
amostra ocorrem forcas de interacdo que defletem a alavanca. Esta deflexdo é avaliada

por um fotodetector de (PSPD) como demonstra na figura 10.

Diodo laser

espelho

alavanca

Ponta h
< -] [mne |

L
superficie

v A)Amplitude livre e B) de referencia

Scaner PZT

Figura 10: Esquema tipico de Microscopia de Forca Atémica,
em A) oscilando longe da superficie em B) oscila préximo a superficie.

Assim sendo, a distancia ponta-amostra € ajustada pela mudanga da posicdo do
scanner piezoelétrico de modo a manter a forga constante do cantilever sobre a amostra.
Tais variagdes de posicdo sao calibradas como padrdo de altura, fornecendo variagdes na
topografia de superficie. Este comportamento depende do potencial da forca interatbmica
entre a ponta de prova e a superficie da amostra.
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Amortecimento do filme
Distancia (10pm)

Forcas eletrostaticas atrativas
ou repulsivas

Até 1um

Forcas de Capilaridade atrativa
10-200nm

Escala de Forcas de Van der Waals atrativas

aproximacéo na

Superficie (m) Até 100nm

Principio da Exclusdo de Pauli Forgas repulsivas

FracBes de Angstron

PLANO DA SUPERFICIE

Figura 11: Diferentes forgas que ocorrem na aproximacéo ponta-superficie adaptado a partir de (FARLEY et
al, 1999).

Na figura 11 o gréfico ilustra as diferentes forcas encontradas pela ponta de prova
do AFM na medida em que esta se aproxima da superficie da amostra. A fina camada de ar
no amortecimento é criada quando a ponta do AFM comeca a oscilar proximo da superficie
da amostra. Nessa distancia, o ar que esta na interface entre a ponta e a amostra fica cada
vez mais proximo durante o movimento de descida da ponta, criando um vacuo parcial que
é gerado pelos “ricochetes” da ponta de prova para cima e para baixo. Os “ricochetes”
criam um efeito de bombeamento que amortece 0 movimento da ponta. Esse fenédmeno
desaparece logo apds que a ponta se aproxima mais da superficie.

Portanto, 0 AFM ¢é uma técnica que pode ser utilizada em funcdo de diferentes
distancias da superficie estas interacfes podem ser classificadas em diferentes modos de

operagdo: contato, ndo contato e contato intermitente (ZANGWILL et al,1988).

3.5.1 Modo Contato

No modo contato a ponta é mantida proxima da superficie, ou seja, ird existir um
contato fisico com a superficie que serd responsavel pelas interacdes repulsivas entre a
ponta e a superficie da amostra. As forcas envolvidas neste modo sdo satisfatoriamente
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baixas para que ndo venham ocorrer deformag6es permanentes na amostra ou na ponta, que
podem impedir a reprodutibilidade e prejudicar a andlise dos resultados (SARID, et al
1991). Quando se observa esta interacdo através de um ambiente exposto ao ar do mesmo
modo teremos uma fina camada de agua adsorvida sobre a superficie da amostra e a
interacdo correspondente sera a forca de capilaridade.

A forca de capilaridade depende da disténcia entre a ponta e a superficie da
amostra. Porém, para que tal forca ocorra ela tem que ser da ordem de 10 nN. Geralmente,
no ar e com forcgas repulsivas a ponta ndo penetra na fina camada de agua na superficie,
todavia em intervalos de 0,1 a 1uN a ponta exerce contato fisico com a superficie da
amostra depois de perfurar a camada de agua (SARID, et al 1991).

3.5.2 Modo ndo Contato

No modo nédo contato as interagfes s@o atrativas porque a ponta ndo entra em
contato fisico com a superficie. Além do mais, a ponta oscila entre valores de frequéncias
especificas que sdo ligeiramente maiores que a frequéncia de ressonancia pela qual é
possivel obter as forcas de Van der Waals e as forcas eletrostaticas (SARID, et al 1991).

Se analisarmos este modo de interacdo através de uma camada de &gua que é
adsorvida sobre uma superficie no ar esta camada ndo sera penetrada nesse modo de
operacdo do AFM, pois a forca entre a ponta e a camada de dgua € muito reduzida para que
ocorra tal processo. Contudo, se a espessura da camada de agua ndo for homogénea sobre a
superficie que sera varrida a imagem topogréfica pode ndo corresponder a superficie real
da amostra ( ZANGWILL et al,1988).

Porém, este modo de analise apresenta forcas de interacdo que sdo menores (<<
nN), as quais diminuem a pressdo na superficie analisada, o que viabiliza sua utilizacao
em estudos bioldgicos (LIEBER et al, 1991).

3.5.3 Contato-Intermitente
O modo contato intermitente é a alternancia entre o0 modo contato e ndo contato, ou
seja, ora a ponta fica mais proxima da superficie da amostra em um tempo determinado e

em outro momento a ponta se afasta da superficie da amostra ocorrendo uma variagéo entre

forcas atrativas e repulsivas na superficie que esta sendo analisada. Na figura 12
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verificamos o comportamento qualitativo da dependéncia do potencial da forca

interatbmica com a distancia da ponta de prova e a superficie da amostra .

?

Forca contato- intermitente
——

Forcas repulsivas

Modo-contato

(distancia de separagédo ponta-amostra)

v

Modo-n&o contato Forgas atrativas

Figura 12: Interages que ocorrem no AFM.

3.5.4 Anélise de rugosidade.

A anélise da rugosidade superficial sdo valores estatisticos calculados de acordo
com as alturas relativas, ou outros valores de fase de cada pixel na imagem de AFM. Os
parametros mais utilizados para estatisticas da Rugosidade séo rugosidade média (Ra) ou
a média quadrada (Rq) no AFM que sdo representados na equacao 2.1 e 2.2. Onde N € o
numero de pontos selecionados na imagem ou a regido da imagem (Zi) e Z é o valor da
corrente.

1
R :—ZZ' 2.1
a N |Zi|

2.2
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3.5.5 Frequéncia de ressonancia e fator de qualidade

A frequéncia de ressonancia do cantilever e seu modo normal de vibragdo séo
determinados pelo material, pela geometria e o ambiente (ar ou liquido). No modo
contato o cantilever oscila preferencialmente em frequéncias tipicas de ressonancia no ar:
900Hz a 88kHz para nitreto de silicio; 60kHz a 400kHz para o silicio (dependendo da
geometria cantilever) (ALBRECHT, T. R et al, 1991).

O fator de qualidade do cantilever (Q) € outro parametro de interesse que afeta a
velocidade e a sensibilidade porque ele é definido como o mecanismo de dissipacdo de
amortecimento de oscilacdo do cantilever. Sabe-se que um (Q) elevado é desejavel no
contato intermitente para aperfeicoar a sensitividade, pois os valores tipicos de (Q) do
cantilever no ar sdo de 100 a 300 (BUTT et al, 1993).

Quando se utiliza a microscopia de forca atbmica na dgua o valor de (Q) € igual a
1 devido a hidrodindmica de amortecimento da superficie ou também em casos que a

amostra contém proteinas, resultando em dupla imagem (SCHAEFFER et al 1996).

3.5.6 Constante de mola

Para as medidas que envolvam andlise de forca é fundamental saber o valor da
constante de mola. Varios métodos sdo utilizados para determinar a constante de mola
como: o teorema da equiparticdo (deduz a constante da mola do espectro de vibragdo
térmica do cantilever); a medida da alteracdo na frequéncia de ressonancia com diferentes
cargas; analise das dimensbes geométricas ou do fator de qualidade para calcular a

rigidez.

3.6 CURVAS DE FORCA X DISTANCIA NO AFM

A curva de forga é determinada pela deflexdo da alavanca em funcéo da distancia
(2) entre a ponta e a amostra medida pelo fotodetector. Através do calculo da curva de
forca podemos obter informagdes quanto a adesdo, elasticidade, o carater hidrofilico ou
hidrofobico da amostra, dentre outras caracteristicas.

A curva de forca serve para quantificar interagfes entre a ponta e a amostra a
partir de dois componentes: uma curva de aproximacéo, caracterizada por um evento de

forcas atrativas; e uma curva de retracdo, que pode apresentar componentes de forgas
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repulsivas quando h& interagdo entre a ponta e o substrato. (MORRIS et al, 2004;
HINTERDORFER, et al 1998).

3.6.1 AplicacGes da curva de forca

Uma curva de forca é um conjunto composto por sucessivas aproximacoes e
afastamentos da ponta que contem importantes informacGes a respeito das forcas de
interacdes. Por exemplo, a curva de aproximacéo pode conter informacdes valiosas sobre
as seguintes forcas na superficie: forcas de van der Waals, forca de dupla camada em
solucdo, repulsdo eletrostética, curva de indentacdo e propriedades elésticas sobre uma
amostra. Na curva retracdo podemos observar: forca de adesdo, efeito capilaridade,
extensdo de um polimero (curva forca-extensao), ruptura ligacdo da molecular especifica

(desligamento) ou em alguns experimentos a combinagéo deles.

3.6.2 Energias e taxas rea¢do molecular

A partir das interacdes entre o0 AFM e a superficie outras questdes interessantes
comecam a existir devido a dificuldade de interpretacdo dos resultados obtidos. Assim
surge a necessidade de estudar a relacéo entre as energias e as taxas de reacdo dos dados
obtidos a partir de uma Unica medida de forca (espectroscopia de moléculas).

A partir de dados de espectroscopia de forca podem-se distinguir duas classes
fundamentais de reacGes: primeiro as reacfes que procedem a quase equilibrio e
segundo, aqueles que ndo o fazem. Para ambas as classes, modelos simples tém sido
desenvolvidos a fim de relacionar uma unica medida de forca molecular com medidas de

grande quantidade no volume.

3.6.3 Reac0es fora do equilibro no AFM

Esta classe de reacdo descreve a mudanga, por meio de uma forga aplicada que faz
com que a variacdo termodindmica se torne irreversivel. Nessas reacdes, geralmente ha
histerese. O mais importante da forga ruptura € que a ligacdo pode depender da
velocidade na qual € aplicada a forca (taxa de carregamento). Para descrever a ruptura de

ligacGes fracas quando é aplicada uma forca um modelo de estado de transicdo simples
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foi desenvolvido por BELL, et al (1977) e mais tarde tal abordagem foi refinada por
EVANS et al, (1997).

Segundo RIEF et al (1999), o conceito da reacdo de desacoplamento pode ser
descrito por meio de uma forca que induz um processo probabilistico de “pontapé”
térmico sobre uma barreira de ativagdo. Em taxas de forga muito lentas, o sistema tem
simplesmente mais tentativas para fazer a transicdo do que em forcas com taxas mais
rapidas, ou seja, as rupturas das ligacbes irdo ocorrer em forgas mais baixas do que em
taxas de forcas mais elevadas. Portanto, trabalhos como o de OBERHAUSER et al,
(1998) sobre o desdobramento de proteinas, bem como os casais de receptor-ligante de
YERSIN et al, (2003), o processo do desligamento de proteinas adsorvidas GERGELY,
et al (2000), além o corte STRUNZ et al, (1999) e a sintese de DNA CLAUSEN, et al
(2000) foram descritos com sucesso por este modelo de espectroscopia de forca de

desacoplamento.

3.6.4 Modelo de espectroscopia de forga de ruptura simples

Conforme as informacgfes da cinética e termodinamica as intera¢bes de forcas
mais complexas sdo de interesse fundamental para a compreensdo das relagcdes entre
estrutura e funcdo de uma biomolécula. A maioria dos sistemas pode ser aproximada por
uma regra simples que consiste em apenas dois estados, A (estado ligado) e B (estado néo
ligado), que sdo separados por um estado de transicdo caracterizado por uma Unica

barreira de energia. A qual é descrita pela relagédo (2.3).

Kdiss

A B (2.3)
Kass
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As seguintes quantidades sdo tradicionalmente determinadas pelo volume.

AGgiss
¢ Velocidade constante de dissociacdo, Kg;ss = Viiss Exp_( KbT ) (2.4)

AGass
e Velocidade constante de Associacao, K g = Vs Exp_( KbT ) (2.5)
e Constante de equilibrio (ou constante de afinidade), K., = %issss (2.6)

e Energia livre de Gibbs na reagdo AG™: AG" = AH — TAS = RTInK,, (2.7)

Onde, kg representa a constante de Boltzmann, T ¢é a temperatura absoluta, e v é o
fator antes da exponencial que denota a frequéncia das bandas de vibragdes que é
geralmente diferente para a associacdo e as reacdes de dissociagdo. Foi BELL et al
(1978), o primeiro a introduzir um modelo de ruptura de ligacdo simples de forcas
externas aplicadas com base na teoria do estado de transi¢cdo onde existe um tempo de
vida de ligacbes ndo covalentes que seriam iguais (1/Kgiss(0)) na auséncia de forgas
externas consideravelmente altas.

No entanto, quando existe um tempo suficientemente longo para puxar uma ou a
outra extremidade por meio de uma forca externa pode ocorrer que eventualmente o
sistema ultrapasse a barreira de potencial através das flutuacBes térmicas , as quais
podem ajudar nas quebras de ligacdes.

Se o conceito fosse analisado por um ponto de vista quimico quando se puxa um
par de receptores-ligantes separados, isso pode ser comparado com uma diluigéo infinita
de ambos os compostos. Porém, como o sistema esta longe do equilibrio térmico €
necessario partir de um ponto de vista cinético de taxa de dissociacdo constante e, iSso

significa que a probabilidade de ocorrer a revinculagéo é zero.

26



De acordo com BELL et al, (1978), se a aplicacdo da forca F € no sentido do

favorecimento do estado desacoplado B, as energias de ativacdo sdo alteradas para:

AG*diss = AGgiss — F. Xgiss € AG*ass = AGgss — F. X g5 (2-8)

Onde o fator de proporcionalidade x tem dimenséo de comprimento e pode ser
interpretado como a largura do potencial. E possivel observar que Xass € negativo, se a
forga aplicada é no sentido do estado B. Assim, as constantes de velocidade Kgiss € Kags

sdo alteradas para:

1 di F.x,;
Kaiss(F) = V aissExp( = /x07) (8G — [¥*° Fdx ) ) = Kaiss (0)Exp (* X455/ 1)

(2.9a)

F. X,ss

Kass(F) = ks, (0) Exp (= /kbT) (2.9b)
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FIGURA 13: Modelo simples de dois estados o estado ligado A e o estado ndo ligado B. A reagdo de
desvinculagdo continua por meio de um estado de transi¢do com uma barreira de energia de caracteristica.
A forca aplicada reduz a barreira de energia através Fxgiss, Onde X 4iss € @ largura do potencial de um estado

em particular (linha azul). figura baseada em (RIEF et al, 2002).

Logo, o conceito do modelo de BELL et al, (1978) denota que as taxas alteram
exponencialmente a medida que a forca é exercida, ou seja, quando a taxa de dissociacao

for Kgiss, OCOrre um acréscimo exponencial, e quando for, ks, ocorre um decréscimo

exponencial.
Assumindo-se que a forgca exercida F aumenta linearmente com a taxa constante

de carga r, (isto é, % =1r ), onde P (t) é a probabilidade de o sistema estar no estado

ligado A.
Apds um tempo t esta probabilidade pode ser calculada através da seguinte

equacéo:

dp
"8 = —Kaiss (F). P(8) 3.0
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Partindo do principio através da solugcdo de contorno temos que quando p (t =0) =
1. Isto resulta em uma distribuigéo de forgas de desvinculagdo (ou de uma densidade de
probabilidade o).

d F
W(F) = Pc(l—F/r): Kdissg pF/T' 3.1

O que resulta em uma solugéo de contorno com p (t=0) = 1.

Kgiss(0) F Xqiss Kgiss(0) KbT FXgiss
w(F) = —%s— == Exp ( Kde + dr — (1 — Exp (—KZT )) 3.2

Por definicdo, a forca de desvinculacdo mais provavel é o valor maximo da distribuicédo

(3.2) e esta dada pela seguinte equac&o:

KbT ln( r Xdiss
Xdiss Kgiss(0) KbT

F *desvinculagio (r) = ) 3.3

A equacdo (3.3) refere-se as medidas de forca de desvinculagdo em molécula
simples por meio da taxa de dissociacdo medida experimentalmente no volume. Esta
hipdtese é baseada no modelo de BELL et al; (1978) de que a taxa de reacdo de uma
ligacdo depende exponencialmente da forga aplicada como € indicado nas equages 2.9 a,
29be3.3.

O resultado demonstra que a cinética de dissociacdo de uma forca aplicada é
regida pela constante da taxa de dissociacao térmica Kgiss (0) além de Xgiss que € escala de
comprimento interpretado como a largura do potencial de um estado ligado. Na pratica,
isso significa que 0 Kgiss (0) e Xgiss podem ser determinados através da representacao
gréafica (F*desvinculacdo versus In(r)).

A largura da distribuicdo da equacéo (3.3) depende da largura de Xgiss € 0 potencial
da energia térmica (KgT). Uma descri¢do mais elaborada desta equacédo € dada por Evans
e Ritchie aonde sup6em que quando séo consideradas as perdas por atrito, decorrentes do
amortecimento intrinseco da hidrodindmica a taxa de dissociacdo pode ser expressa

como:
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AEx(F)
KbT )

Kaiss (F) = Kdiss(o)-g(F)ExP( 34

Em que g(F) e AE*(F) representam as deformagdes do potencial sob a influéncia
da forca externa e o atrito entre as moléculas, respectivamente. Em consequéncia, o
aumento da taxa de carregamento resulta em uma mudanga na distribuicdo (3.3) que é
acompanhado por uma forca de desvinculacdo mais elevada. A analise estatistica das
forcas de desvinculacdo proporciona uma forga de ruptura de ligacdo ndo covalente, que

também é determinada pelo histograma da taxa de carregamento.

Na hipotese de uma forga F *gesvinculacao €Stacionaria valida, que possua flutuacoes
térmicas que ocorram dentro de uma escala de tempo entre 10 ou até mesmo mais
curtas a taxa de carregamento mecanico possui um comportamento extremamente lento,
visto que, no momento em que se compara 0 tempo aplicacdo da forca media feita pela
ponta do AFM estes sdo realizados em periodos de tempos entre 10° e 10° s, ou seja, um
tempo muito maior quando se compara com as flutuacdes térmicas.

Assim segundo BARTELS, et al (2003), nem todas as medidas de espectroscopia
de forca podem ser ajustadas a um simples modelo de dois estados. Este é a caso de
alguns pares de receptor- ligante onde ha mais do que um estado de transicdo. Portanto,
devido a grande complexidade do tema surgem algumas abordagens tedricas de ligacoes

moleculares com intuito de compreender tais fendmenos de interface.

3.7 FUNCIONALIZACOES DE SUPERFICIE COM ORGANOSILANOS

Por muitos anos o0s pesquisadores tentaram conciliar a alta resolucdo da
microscopia eletronica de varredura com a capacidade de se obter imagens em meio
aquoso, proprio dos microscopios opticos.

Os microscopios de varredura por sonda — SPM ndo utilizam lentes para obtencéo
das imagens e ndo necessitam de uma fonte de luz ou de um feixe de elétrons. Esta
técnica se fundamenta na varredura da superficie por meio de sonda de dimensdes muito
reduzidas a distancias muito pequenas (da ordem de alguns A), sendo adequada para
visualizagdo de superficies em diversos meios.

O AFM como um método ndo destrutivo tem a capacidade de produzir medigdes
de forcas de adesdo entre a ponta e a superficie do material, 0 que permite avaliar

informacdes sobre a energia de ligacdo em escala aproximada em nanonewton (nN).
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Os materiais frequentemente utilizados na fabricacdo da haste, ou seja, as pontas
do AFM séo de silicio (Si) e nitreto de silicio (SisN4), uma vez que elas podem ser
facilmente micro usinadas. As interacdes com a ponta séo influenciadas pelo material e
pelo ambiente. Quando se trabalha em ambiente liquido a interagdo depende do pH e dos
eletrolitos em solucéo.

Por exemplo, em condicdes fisiologicas (solucdo aquosa de eletrdlitos com pH
aproximadamente 7,4) a silica (SiO;) é carregada negativamente quando o ambiente
fornece algum tipo de polaridade. Em muitas aplicacfes biologicas é necessario ter uma
superficie de carga especifica na ponta ou alterar as suas propriedades de hidratacdo
(SEDEN et al, 1995).

Assim sendo, podemos conseguir estas alteracBes na superficie por processos
quimicos ou tratamento de plasma, porque ambos o0s processos podem modificar as
propriedades da superficie.

Numerosas técnicas tém sido estudadas para empregar o AFM em meio liquido
com o intuito de medir as interacdes especificas. Uma delas utiliza a silanizacdo da ponta
do AFM com Aminosilano, APTES (3-Aminopropiltrietoxissilano), o qual é altamente
reativo e tem a capacidade de reagir covalentemente com os atomos da superficie através
da formacdo de ligacGes covalentes.( KAGESSHIMA et al , 2001). Segundo THOMSON
et al, (1996) as biomoléculas sdo imobilizadas na ponta do AFM, gerando uma interacao
especifica entre o sistema e 0 substrato (amostra).

Dessa forma, ha uma producdo consideravel de protocolos para ligar uma
molécula de proteina a ponta, dentre os quais podemos citar: a utilizacdo de um
“espacgador” para se ligar covalentemente a proteina.

No que diz respeito & adsorcdo da proteina em superficies funcionalizadas e a sua
aplicacdo em liquido ocorrem vérias interagdes complexas no interior e no exterior dos
componentes, os quais sdo: a superficie solida, a proteina, o solvente e quaisquer outros
solutos presentes.

Ja as forgas de interacdo da adsorcdo entre os componentes apresentam momentos
de dipolo induzido bem como forcas de ligacdo de hidrogénio e potenciais eletrostaticos.
Todas essas forcas inter e intramoleculares irdo contribuir para uma diminuicdo da
energia livre de Gibbs durante a adsor¢cdo (THOMAS et al, 2000). Como existem

numerosas técnicas para funcionalizar a superficie, uma das alternativas de protocolos é
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empregar o APTES, visto que tais compostos quimicos sdo muito utilizados o0s

protocolos ja sdo bem estabelecidas na literatura.
3.7.1 Organosilanos

Silanos sdo compostos hibridos organicos- inorganicos utilizados para melhorar a
aderéncia nas mais variadas aplicacfes por meio das interfaces organico-inorganicos.
Estes compostos organicos sdo formados a base de silicio e quando aplicados em
condicBes adequadas promovem a polimerizacdo de um filme homogéneo na superficie,
proporcionando excelentes propriedades de adesivas em camadas metalicas (RAMOS et
al, 2005)

Os silanos sdo classificados como monosilanos ou bissilanos, ou seja, de acordo
com 0s seus grupos hidrolisaveis nas moléculas. O monosilano apresenta um silicio na
cadeia principal e o bissilano tem dois silicios na cadeia principal. (RAMOS, 2005; VAN
et al, 2005).

Uma molécula de monossilano apresenta trés grupos hidrolisaveis X e um grupo
funcional organico Y ou um CH;como na figura 14 abaixo:

X—gj —X
!

Figura 14: Representacdo geral da estrutura do monossinalo funcional X3Si(CH,),Y

Assim sendo, a representacdo do simbolo X da figura 14, pode representar um
grupamento metoxi ou etoxi capaz de hidrolisar e Y representa o grupo organo funcional

tal como clorina, amino, epdxi ou mercapto.
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3.7.2 Hidrolise do APTES

O processo de hidrolise dos silanos ocorre antes de serem aplicados aos
substratos com intuito de apresentar quantidades suficientes de grupos silanol - SI-OH,
que em seguida este Ultimo ira interagir com o substrato, seja este metélico, polimérico
ou ceramico. Normalmente, os silanos quando sdo diluidos em solucBGes aquosas Sao

hidrolisados e formam os grupos silanol, este tipo de reacéo € demonstra na figura 15.

RSi(OCHs3)s

Hzo/\l CH3OH

RSi (OH)3

Figura 15: Reacéo de hidrélise de silano . Adaptada de WITUCKI,(1993)

E importante ressaltar na figura (15) que ocorre a liberagdo de um &lcool na
solucdo de acordo com o grupo hidrolisavel do Silano. Se o grupo hidrolisavel for um
grupo metoxi ocorre a liberacdo de metanol na solucdo, mas se for etoxi ocorre a
liberacdo de etanol.

Deste modo, os fatores que influenciam a cinética e o equilibrio da hidrdlise assim
como a condensagao dos silanos em solugéo sdo: a natureza do grupo funcional, o valor

do pH da solucéo, a temperatura e o envelhecimento da solucéo.
3.7.3 Glutaraldeido

A primeira sintese bem-sucedida do glutaraldeido foi realizada por Harries e
Tanque em 1908. O glutaraldeido foi catalogado como um dialdeido tipicamente reativo
que foi utilizado em varios produtos de sinteses quimicas mais complexas em
laboratorios e sua estrutura esta apresentada na figura 16 (KIERNAN et al, 2000).

O glutaraldeido foi rapidamente aceito em microscopia eletronica e laboratorios
de patologia e histologia como uma alternativa superior ao formaldeido (RHIM et
al,2000).
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As secgdes do tecido mostram menos distorcao, fragilidade, encolhimento, e mais
fixacdo/tempo e maior elasticidade durante a manipulacdo e corte; além de possuir vida
atil mais longa (Werner et al, 2000).

Essencialmente existem trés modos de fixacdo do Glutraldeido por: A) Reacgéo
rapida e coagulacéo reversivel, B) Estabilizacdo por ligacdo de hidrogénio, mas suscetivel
em &cido hidrolisado, C) Ligacdo de hidrogénio com alta resisténcia a hidrolise éacida,
resultando numa fixacdo permanente. Os resultados da fixacdo da proteina sdo inter e
intra-moleculares e em grande parte causam o aprisionamento de varias macromoléculas
na matriz fixa das proteinas com ligacdo cruzada. Assim, a hidrofilicidade generalizada
leva a uma resisténcia quimica que € induzida por acdo de enzimas e interaces
microbiologica por ataques quimicos. Surpreendentemente, a fixacdo ndo altera a
estrutura secundaria das proteinas. (MASON et al,1991).

Porém, as estruturas terciarias sdo as mais complexas e afetadas pelas coagulacdes
e fixagcBes. Em reagdo com o glutaraldeido é formado grupo amina que se condensa com

outros grupos quimicos para formar ligac6es de hidrogénio (RHIM et al, 2000).

S H

Figura 16: Estrutura do Glutaraldeido
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3.7.4 Silanizacao da superficie com APTES

Apesar das vantagens da analise da curva de forca nos materiais, deve-se ter
cautela ao realizar a modificacdo quimica da superficie para essas medidas, uma vez que
uma grande forca aplicada pode destruir a interacdo com a superficie.

Para a analise da curva de forca é importante funcionalizar com grupos quimicos
através do método de silanizagdo com organosilanos reativos, os quais podem vir a
oferecer melhor resolucdo e mapeamento das interacbes moleculares. A modificacdo
quimica de superficie é fundamental para definir o modo como o material vai interagir
com o ambiente circundante e, assim a compreendendo estas forcas podemos contribuir
para aperfeicoar as interacfes de base biomoleculares.

Conforme a literatura sobre a formacdo de filmes de APTES h& um consenso
que 0 processo ocorre através da silanizacdo e a hidrolise de grupos etoxi num processo
catalisado por &gua, conduzindo a formacdo dos grupos silandis. Os silandis se
condensam na superficie, formando uma monocamada de APTES via rede lateral de
siloxano, em que 0s grupos amina sdo orientados para longe da superficie do silicio que
sdo capazes de reagir com os grupos hidroxilas nas particulas das superficies.

A adsorcdo do APTES na superficie de silicio € seguida pela condensacdo do
siloxano e depois de algum tempo as moléculas APTES se acumulam sobre a superficie
ora por ligacdo covalente ora por outras interagdes. A neutralizacdo da amina na
superficie forma grupos carboxila que podem reduzir significativamente a interacdo
eletrostatica entre as particulas e as células, melhorando a biocompatibilidade do
APTES modificado.

Porém, a complexidade da formagdo dos aminosilanos e do APTES decorre da
presenca de um grupo amina reativo que tem a propenséo inerente de fazer uma reacao
concorrente.

E isto pode reduzir o numero de grupos silanol disponiveis tanto na superficie de
silicio quanto para o APTES e, posterior condensagdo de siloxano como ¢é ilustrado na

Figura 17.
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Figura 17: Modificagdo quimica da ponta ou superficie (BRUKERNANO, 2011).

3.8 MODIFICACAO DA SUPERFICIE POR PLASMA

A modificacdo da superficie tem por objetivo mudar e melhorar as propriedades
do material tais como: adesdo, desgaste, atrito, taxa de corrosdo, propriedades anti
refletoras, rigidez, dentre outras.

Porém, para que ocorram tais modificacbes na superficie sdo necessarios estudos
e metodologias de deposicdo visando a melhor técnica para o material em estudo.
Existem diversos métodos empregados na deposicao de filmes finos, porém a escolha
adotada para este estudo é a técnica de deposi¢do por PVD, por plasma mediado por
uma reacdo de gases de Argbnio e Nitrogénio que irdo arrancar os atomos da sua

superficie do SizN4 que posteriormente sdo depositados no substrato de silicio.

Anodo Catodo

-~
.y

® clectrao livre
@ ido positivo

~| €#—— atraccgido
= === pulverizacio

Figura 18: Constituicdo do plasma

35



A corrente gerada inicialmente, antes da formagdo do plasma é mantida
praticamente constante e em geral é baixa, pois a carga decorre de colisbes das
particulas carregadas existentes no gas.

No entanto, com o aumento gradual da tensdo, os elétrons primarios vao
adquirindo energia suficiente para ionizar os &tomos do gas, como se pode observar na
Figura 18. E assim os ions resultantes irdo colidir com o catodo, o que provocard a
emissdo de elétrons secundarios, 0s quais contribuem para ionizar cada vez mais o0 gas
(CHAPMAN B. et al ,1980).

Quando se utiliza a técnica de deposicdo por plasma normalmente a energia
cinética (temperatura) dos elétrons é muito maior do que a dos ions (OHRING, M. et al,
2002).

Aquecimento do

— porta substrato

Medidor de Pressiio

Controlador de Fluxo

_,_ i!. — Entrada de gase:
="

RF
booster
Sistema de viacuo
|_I para etapa de
Alto vicuwo — Bomba Bomba deposicio
difusora Mecinica B

Figura 19: Representacdo de um reator, utilizado para depositar filmes.

A cémara de deposicéao é formada por dois eletrodos de diferente area conforme
a figura 19. No catodo é onde o substrato € colocado. O outro eletrodo (anodo) é
formado pelas paredes da camara e é aterrado. Esse plasma é gerado por colisdes dos
elétrons acelerados por um campo de radiofrequéncia com os atomos e/ou moléculas da
atmosfera precursora, provocando novas ionizagdes através de diversas reacoes
envolvendo elétrons, ions, moléculas e radicais neutros.

Em aplicagdes biomédicas existem pesquisas que buscam relacionar as técnicas
de funcionalizacdo quimica com a imobilizacdo de proteinas, enzimas, organelas e

células com o intuito de orientar a distribuicdo das biomoléculas em superficie.
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Isso, melhora a adesdo das proteinas sobre as superficies e se torna um
importante recurso nas aplica¢cdes biomédicas e industriais.

Esta técnica de deposicdo pode ser uma alternativa para a silanizacdo quimica
quando se utiliza precursores contendo silicio por exemplo. Alem disso, a introducdo de

grupos NHy , pode ser uma alternativa para funcionaliza¢do das pontas e da superficie.

3.9 MACROMOLECULAS COMO POLIMEROS

Moléculas poliméricas ou simplesmente macromoléculas sdo formadas quando
existem condicGes favoraveis para adicdo de mais uma unidade (mondmero) e estes
independem do tamanho atual da mesma. Por exemplo, as condi¢Bes necessarias para
sintetizar um composto [A] — [A] a partir de [A] podem ser muito diferente das
necessarias para transformar [A] —-[A] em [A] — [A] - [A]

No entanto, a partir de um composto [A], ([A] — [A] — [A]... [A]n) as condicbes
necessarias para ativar o processo e [A], [A] n«1 —> podem ser muito parecidas com
0 processo para ativar [A] n+1 — [A] n+2 € assim por diante, Neste caso, 0 processo de
adicdo de mondmeros pode continuar indefinidamente, dando origem a cadeias enormes
que chamamos de polimeros.

Os polimeros podem ser classificados em extremamente rigidos ou
extremamente flexiveis, porém na maioria dos casos estes ndo sao nem completamente
rigidos ou completamente flexiveis caracterizando uma forma intermediaria. Como 0s
polimeros sd@o moléculas muito grandes o comportamento macroscépico é governado

principalmente pelos parametros de comprimento independente do tipo de mondmero.

<\ ® g

@

Figura 20. Representacdo esquematica de um polimero (a) Flexivel, (b) Rigido, (c) e (d) suas solucGes

concentradas.
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3.10 ELASTICIDADE ENTROPICA E A MAXIMIZACAO DA ENTROPIA

Um polimero ou molécula que possui uma forma retilinea, bem definida e fixa
comumente € chamado de comprimento de contorno (CC) ou L. Quando o polimero é
imerso em solucdo aquosa ira dobrar sobre si mesmo até atingir um estado
de equilibrio termodindmico com o meio no qual esta imerso. A molécula se dobra mais
devido aos choques que as particulas do meio experimentam ao longo de todo seu
comprimento.

Devido a flexibilidade que geralmente um polimero possui a intensidade dos
choques sofridos com o meio fazem com que as moléculas saiam da conformacéo
retilinea expandindo-se nas demais dimensdes disponiveis.

Como o comprimento de contorno é fixo e geralmente bem definido a
movimentacdo dos segmentos internos faz com que suas extremidades se aproximem
umas das outras e 0 processo continua até uma conformacéo tal que os choques com o
meio ndo sejam mais capazes de alterar as posi¢cbes médias. Esta condicdo caracteriza
um estado de equilibrio, porém esta é uma configuracdo de enovelamento aleatoria e de
alta entropia.

Segundo Bustamante et al ,(1994), da-se o nome de elasticidade entropica a
tendéncia de a molécula aumentar sua entropia para adquirir a estabilidade. A
elasticidade entropica ndo depende somente das propriedades do meio, mas também
depende das caracteristicas da propria molecula. Entdo para que as extremidades da
molécula ou polimero sejam afastadas novamente, é necessaria a aplicacdo de uma forca
I?capaz de compensar os efeitos dos choques com as particulas do meio.

A origem entropica do comportamento elastico da molécula polimérica
é relacionada com o numero de configuracBes possiveis por meio da equacdo de
Boltzmann (3.5)

S =K,lnQ 35

Onde Q representa o0 nimero de conformacdes possivelis.
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Quando a distdncia entre as extremidades das moléculas €é igual ao
comprimento de contorno, a molécula se encontra completamente estirada, e s6 existe
uma conformacédo possivel que é aquela em que todos os segmentos da molécula se

encontram sobre a mesma linha reta caso em que Q=1 e S=0.

AUMENTO DA ENTROPIA

Figura 21: Elasticidade entrépica de um polimero: (a) - molécula inicialmente estirada. (b)—(c) -
molécula sofrendo os efeitos dos choques com as particulas do meio em que estd imersa. (d) - molécula
em uma conformacéo de equilibrio. Esta é uma configuracdo de enovelamento aleatério e de alta entropia
(e) - Forca Entropica: para fazer com que as moléculas fiquem estiradas é necessario aplicar uma forca F

nas extremidades.

A forca entropica de recuo que tende a aproximar as extremidades das

moléculas pode ser estimada a partir da energia livre do sistema

F=KgTInZ 3.6

Onde Z representa a funcéo de particdo da energia das moléculas.

39



3.11 MODELO MATEMATICO DA ELASTICIDADE ENTROPICA EM UMA
MACROMOLECULA

Uma descricdo mais concisa para 0s estudos que retratam a relacdo entre a forca
aplicada ao polimero com estiramentos resultantes € o modelo conhecido de cadeia
vermiforme-Worm-Like Chain (WLC). Este modelo descreve satisfatoriamente
0 comportamento elastico entropico de proteinas e o conjunto de monémeros tanto para
estiramentos pequenos, proximos ao estado de equilibrio, quanto para estiramentos
grandes, proximos da conformacao retilinea e, portanto, longe do equilibrio.

No modelo WLC, uma molécula com comprimento de contorno fixo L ,
cuja conformacdo seja descrita por uma curva R(s), com zero < s < L, tem sua

energia dada por. (eq.3.7)

Al 2
0" ds—F, 3.7

KpT L
E =—| A
WLC fo ds

2

Onde a forgca F, aparece como um multiplicador de Lagrange, representando o
vinculo existente entre as extremidades do polimero onde Q(s) € um vetor unitario

tangente a curva R(s). (eq.3.8)

oR
as

i(s) = 3.8

Em outras palavras F é a forga necessaria para manter a distancia z entre as
extremidades da molécula na conformacédo atual e o parametro A é definido como

comprimento de persisténcia. A Equacao de particdo da energia serd dada pela (eq.3.9) :

Fz
KgT

fz:fExp[—EKWTLTC]dﬁ= [Exp|-7 [y A|oa/0s?|ds+ %] da 39

O valor de A ou CP (comprimento de persisténcia) deve ser interpretado como a

medida de alcance das perturbacdes locais na conformacdo global média da molécula
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que apresenta certa forma do comprimento da cadeia ou como uma espécie de
comprimento de correlagdo da cadeia polimérica. Deste modo, onde o valor de A for
pequeno quando comparado com os valores de comprimento de contorno (A << L) ira
ocorrer uma pequena alteracdo local na posicdo de um grupo de mondmeros e este
efeito afeta o monGmero seguinte ao ponto da origem apenas até certa
distancia(A).Como consequéncia os trechos das moléculas podem ser movimentados
uma em relacdo a outra com relativa facilidade, caracterizando a molécula como
flexivel.

E quando A>>L, ou seja, limite em que A é grande em relacdo a L a perturbacédo
local sera sentida por todos os outros mondmeros da cadeia que tenderam a manter sua
posicdo relativa de equilibrio inalterada. Neste caso, a molécula se comporta como
rigida. Para estiramentos muito longos que levam a molécula a uma conformacéo longe
do equilibrio ndo é possivel mais estimar a forca entrdpica pelas leis de Hooke.

E possivel calcular a distancia quadratica média entre as duas extremidades das
moléculas poliméricas para a conformacdo de equilibrio nos limites flexivel e rigido,
obtendo no limite flexivel A<<L (R?) ~ 2AL e para o limite rigido A>>L (R?) ~ L?

3.11.1 ConformacGes de equilibrio

Segundo Coelho (2001), para pequenas distensdes proximas da conformacéo de

equilibrio, a forca de recuo é aproximada por meio da Lei de Hooke, (eq.4.0).

F=—-kZ 4.0

Onde a constante de forca k é obtida a partir da equiparticdo da energia na
conformacdo de equilibrio COELHO et al,(2001) .(eq.4.1)

“KpT =3K(R?)  (4.1)
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Assim, combinando (R?) ~ 2AL e a equagdo (4.1), a constante de forca k sera
dada por: (eq.4.2)

3KgT
k=2
2AL

(4.2)

Logo a forga de recuo para pequenos estiramentos proximos conformacdo de a

equilibrio sera entdo pela (eq. 4.3)

3KpT z
24 L

k = (4.3)

Este resultado € possivel pelo fato de que para estados préximos a conformacédo
de equilibrio, o0 modelo WLC, prevé um comportamento linear para a forca entropica

que pode ser aproximado pela Lei de Hooke.
3.11.2 Conformagdes fora do equilibrio

Como mencionado anteriormente para estiramentos muito longos, ou seja, uma
conformacdo longe do equilibrio as leis de Hooke ndo podem predizer as forcas
entrdpicas. Logo, um método alternativo é o limite da for¢a aplicada quando a molécula
é puxada, ou seja, quando a molécula esta em conformacdo quase ou completamente
estirada, (Z = L), o vetor tangente 0 é quase paralelo a curva R(s), que descreve a
conformacdo da molécula.

Assim, a componente de O é paralela a direcdo do estiramento 0, além de ser
muito maior que as demais e se mantém praticamente constante devido ao alto grau de
estiramento da molécula.

. > > > . o

Assim as componentes restantes de 0, Ox e Oy, variam muito livremente dentro
.. .- N~ i S
dos limites permitidos pela relagéo 0= G, + Uy + Gy ..

B > 5 'S 2 » —» , s
Ja que |u,|? = |u,|? + |uy,l? + |uﬂ = |u,|? + |u,|?> = 1 é possivel escrever
> . e N
que |1Z|2 =1 —|u, |?. Porém como |uj7 << 1 é feita a aproximacéo para |u,| =1 —

g™ >
P 3 (|4

. , ., . L » - ~
Assim e possivel integrar z = fo |u, |ds e utilizar a equagéo 3.7 como:
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Ewic —KBTfO A|aul| +—|ul| ] —FL (4.4)

Definindo a transformada de Fourrier u, (q) = [ ds e'Su%(s) , logo a energia é

desacoplada em modos normais:

E= Kngdq [qu +ka]| 2|2 = FL (4.5)

, - —» I
O valor médio de |1, |? é dado por:

1 KpT

(Rl1?) = S (@) =2 [ 52 — = (4.6)

Zn(A 2+b) FA

. Z >, ,
Portanto, ao assumir que i = |uZ|, é possivel escrever que:

2
Lol 1T 4.7)

L 2 24 FA

A partir disto, segundo BUSTAMANTE, et al (1994) e COELHO et al, (2001)
obtemos a eq. 4.8:

p Z (1_%) (4.8)
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3.11.3 Conformacdes dentro e fora do equilibrio

Com o objetivo de construir uma expressdo para forca entropica que venha ser
valida para pequenos estiramentos, inicialmente a partir da equacdo (4.8) € possivel
fazer uma expressao que satisfaca as duas situagdes partindo da seguinte premissa:

Na existéncia de pequenos estiramentos (Z~0) ,0 comportamento da equagéo

(4.8) é possivel fazer uma expansao até a primeira ordem.

_ KpTf1 1
P2l “o

Para que a equacao acima tenha a mesma validade da equacdo (4.3) que é a
expressao utilizada para forca entrOpica de recuo em pequenos estiramentos, €
necessario acrescentar a equacdo (4.8) duas correcBes que tem implicacdo da seguinte
forma: quando (Z~L), o resultado torna-se insignificante resultando em uma expressao
aproximada para forca de recuo valida tanto para grandes estiramentos quanto para
pequenos (DE GENNES, et al 1991). (eq.5.1)

—= (5.0)

44



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Sistema de deposicéo por PVD

Nesta tese 0 Sistema de Deposicdao utilizado é composto por:
v’ 2 canhdes de magnetron sputtering (Mark Source,Us inc.);
1 fonte Dc (MDX 1K, Advance energy);
1 Fonte de RF (RFX 600 A, Advance energy),
1 casador de impedancia para o sistema RF( ATX-600, Advance energy),
1 controlador de fluxo méassico de gas ambos MKS;
1 bomba mecénica rotatoria (E2M-18,Edwards),
1 bomba difusora (160MM DIFFSTAK, Edwards),

2 sensores de vacuo um tipo parani para baixo vacuo (TPR 250,Balzers)

AN N N N N

e um tipo penning para alto vacuo (CP25-K, Edwards).

O alvo Nitreto de Silicio (SisN,) foi ligado a uma fonte DC. Os substratos de
Silicio foram fixados em quatro suportes, os quais ficaram apoiados sobre um disco.
Este disco era conectado a um conjunto de engrenagens acionadas por uma manivela
externa a camara, possibilitando o posicionamento dos substratos sobre o alvo. Em
seguida, ligou-se o controlador de fluxo massico de gases na propor¢cdo de 40% de
Nitrogénio para 60% de Argonio.

Com a pressdo da bomba difusora proxima a 10 mbar ligamos a fonte DC para
a deposicdo do Si3N4 na superficie do substrato de silicio, porém essa deposicdo se
realizou apds a estabilizacdo do plasma. O substrato de Silicio foi colocado sobre a
abertura do canhdo por um tempo médio de 1 hora.

Nesta deposicdo ndo houve aquecimento prévio do substrato e estes foram
colocados na camara na temperatura ambiente, sendo que qualquer aquecimento dos
substratos ocorre do processo de deposi¢céo conforme a figura 22, a qual mostra alguns

desses componentes de deposigéo.
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disco rotativo /

engrenagens

Figura 22: Fotografia de parte do sistema de deposi¢do no inicio deste trabalho, mostrando o
distribuidor de fluxo sobre o canhdo de sputtering e as engrenagens de rotacdo manual para

posicionamento dos suportes de substratos.

4.2 Funcionalizacdo da superficie em diferentes meios reacionais

Apdbs a deposicdo do SizN, nas superficies, os substratos utilizados foram
cortados em dimensdes que variam entre 10x10mm? e 20x20 mm? A seguir, 0s
substratos foram limpos e sonicados em Etanol 95% duas vezes por 30 minutos antes da
reacdo quimica com APTES, cujo valor adotado varia de 20mMol e 40mMol de
concentracdo. O esquema do tempo de concentracdo bem como a quantidade das

amostras é representado na figura 23:

w Numero de Amostras de APTES (n =11) m (n=18)

20 mMol/2h 20 mMol/4h
Numero de Amostras de APTES (n=9) m (n=9)
40 mMol/2h 40 mMol/4h

Figura 23: Representacdo do sistema adotado para a concentracao e o tempo de reacdo do
APTES na superficie de Nitreto de Silicio.
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Neste tempo de reacdo indicado pelas figuras 23 é adicionado 1mL de agua na
suspensdo a fim de promover a hidrélise do grupo siloxano do APTES e formar o grupo
silanol.

As amostras foram sonicadas com 20mL de Etanol 95% trés vezes por cinco
minutos e colocadas a 100°C/ 24h em uma estufa para que ocorra o processo de cura do
APTES. Apos essa etapa as amostras foram novamente sonicadas com 20mL de Etanol
95% trés vezes por cinco minutos para retirar o excesso de APTES que nao se ligou na
superficie.

Os filmes de APTES foram mantidos em um dessecador, porque a exposic¢ao a
umidade atrapalha as ligagdes de Hidrogénio no APTES que leva a formagdo de um
polisiloxanos.

Assim, as amostras que continham o APTES na superficie reagiram com
Glutaraldeido 2,5% por 2h e 4h , e posteriormente elas foram lavadas trés vezes com
agua e 1 vez na solucdo tampédo de fosfato 0,01M.

Em seguida as amostras foram postas em contato com a solucdo de albumina do
soro bovino com as seguintes concentracdes de 20ug/mL e 100ug/mL por 1 hora. Apés
esse tempo as amostras foram lavadas trés vezes na solucdo de fosfato 0,01M e
armazedas na geladeira. Utilizaram-se tratamentos com alteracfes na concentracdo de

alcool de 95% para alcool absoluto na molécula do BSA.

CHO CHO CHO' HO

CHO
Deposicio N N o i HV E R;i
SizNg Polimerizacéo { j il k H<H (NH‘ k
Sli i Ii Si Si S éi Sli Si g
o o CI) CI) l l

= CH= 7
CH H= H=RA=N f 4@(@'

!
HN)\ ’J Hz=N
TNHNH HN NH,
si SiSiI s! si
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Eo??o

Figura 24 : Representacdo das etapas de funcionalizagdo da superficie.
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4.3 Técnicas de caracterizagao

As amostras funcionalizadas com APTES, Glutaraldeido e a albumina do soro
bovino foram caracterizadas pelos equipamentos de Espectroscopia por Transformada
de Fourier no infravermelho (FTIR) e Microscopia de Forca Atémica no laboratorio de
caracterizacdo de Superficie e Filmes finos PEMM COPPE- UFRJ.

4.3.1 Espectroscopia vibracional no infravermelho (FTIR)

Quando um movimento vibracional ou rotacional ocorre em uma molécula que
possui uma distribuicdo de elétrons ndo simétrica, isto €, possui atomos de elementos
quimicos distintos, tem-se uma variacdo do momento dipolo. Essa pequena variacdo de
energia do momento dipolo coincide com a faixa de infravermelho na regido espectral.

Oscilagdes, rotagdes ou uma combinacdo de modos vibracionais da molécula sdo
absorvidas na regido do infravermelho, provocando alteragdes de amplitude em alguns

modos vibracionais.

Deformacgoes Axiais

@ @ - &

Simetrica Assimetrica

Deformacgdes Angulares

Simétrica Assimetrica
\ /x Y.
Simeétrica Fora do Plano Assimetrica Ilzora do Planoc

Figura 25. Modos de vibragdo molecular. Os sinais X e indicam movimentos para dentro e para

fora do plano do desenho, respectivamente.
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A técnica de FTIR se torna uma grande ferramenta porque ela determina os
grupos funcionais presentes nas amostras apds cada etapa de funcionalizacdo da
superficie, tais como: a cura do APTES, a fixacdo do GA e a imobilizacdo do BSA.

O equipamento utilizado para a analise foi o espectrofotémetro de infravermelho
por transformada de Fourier do modelo Nicolet 6700 do Laboratério de Superficies,
conforme a figura 26. As analises foram realizadas no modo ATR (Reflectancia Total
Atenuada) na regido do infravermelho (4000 — 650 cm-1) ,utilizando 256 scans com

uma resolucgio de 4 cm™.

Figura 26: Espectro Fotémetro de Infravermelho com Transformada de Fourier

O método de ATR, também chamado de ATI ( Reflectancia Interna Total)
permite que a amostra seja analisada diretamente no estado solido, liquido ou gasoso
sem nenhum tipo de preparagéo anterior.

O principio desta espectroscopia se baseia na ocorréncia de que quando um feixe
de radiacdo passa de um meio mais denso (cristal de seleneto de zinco) para um meio
menos denso (amostra), ocorre reflexdo. Assim, a fracdo do feixe de luz incidente
refletida aumenta conforme aumenta o angulo de incidéncia, e quando excede um
determinado angulo critico a reflexdo é completa.

No ponto de reflexdo o feixe atua como se penetrasse a uma pequena distancia
dentro da amostra, ou seja, a radiacdo de penetracdo na amostra cria um fendmeno

chamado de onda evanescente. Logo, quando a amostra € colocada em contato direto
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por meio de um bom cristal tal como diamante com alto indice de refragdo, a amostra

absorve um certo comprimento de onda evanescente e ocorre uma atenuacgéo do feixe a

comprimentos de onda que sdo correspondentes as bandas de absorcdo no

infravermelho, criando assim o espectro.

Amostra em contato com a
onda evanescente

/

7
Feixe incidente de
infravermelho

W W Para o detector

\ 4

Cristal de Seleneto
de Zinco

Figura 27: Diagrama ilustrando o método do ATR

4.3.2 Microscopia de forca atbmica (AFM)

A microscopia de forga atdmica foi realizada no modo contato em um

microscopio JPK instruments Nanowizards IA com pontas de nitreto de silicio com

constante de mola 0,03N/m. As analises das superficies funcionalizadas com (APTES /

GA) foram feitas em ar e posteriormente em ambiente liquido ap6s a imobilizacdo da

proteina ( BSA).

Figura 28: Microscopio de forca atbmica (AFM).
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4.3.3 Mapas de forca

A microscopia de forca atbmica (JPK Instruments Nanowizards I1A) no modo
contato foi utilizada para obter informacGes a respeito das ligacGes na superficie
funcionalizada em liquido, conforme a figura 29. Os mapas de forca foram adquiridos
numa regido da amostra (20 x 20um) em uma rede de 16x16 (256 pontos). As imagens
de mapas de forca sdo representadas por diferentes quadrados de diversas cores que
representam as propriedades fisicas extraidas da curva. Estas propriedades podem ser

forcas de adesdo ou inclinacéo.

Figura 29: Forgas de adesdo.

Figura 30: Constante de mola
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4.3.4 Andlises de curvas de forca

Para a andlise dos dados de curvas forca foi usado Programa JPK DP 4.2 a partir
do qual foi possivel suavizar as curvas de forca atraves de equacbes matematicas tais
como as gaussianas que identificavam os ruidos devido a altas frequéncias. Calculou-se
a linha de base e o valor médio de uma regido da curva antes de utilizar o modelo
matematico WLC nos mapas de forca adesiva. Consequentemente, realizaram-se
correcdes para separar os valores minimos das curvas de forga com os valores relativos
ao desdobramento do conjunto de monémeros que estdo proximos das forcas repulsivas.

Cada intervalo selecionado pode ser ajustado separadamente conforme o resultado

obtido pela figura 31 abaixo:
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Figura 31: Ajuste da curva de forca pelo programa JPK DP 4.2
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1.1 Caracterizagao de amostras funcionalizadas com APTES por (FTIR)

Os resultados obtidos e listados na tabela sdo referentes as bandas caracteristicas
no FTIR do APTES na superficie do SisN4com os respectivos valores de concentragao e

tempo de reacéo.

Tabela 5.1 — Funcionalizacdo - APTES

Figura A Figura B Figura C Figura D Figura E
Si+SI3N, 20moL 20moL- 40mMol 40mMol
APTES 2H APTES 4H APTES 2H APTES 4H
Si-N Si-N Si-N Si-N Si-N
727 (cm™) 784 (cm) 740 (cm™) 730 (cm™) 733(cm™)
SiH (SiN, Si-O-C,Hs Si-O-C,Hs SiOC,Hs Si-O-C,Hs
2166(cm™) 851(cm) 848(cm™) 860(cm-1) 860(cm™)
N-H est. NH, NH NH NH,
3341 (cm™) 1556(cm™) 21556(cm™) 1563(cm™) 1590(cm™)
AW SiH SiH (SiNy) SiH (SiNy) SiH (SiNy)
2161(cm) 2173(cm-Y) 2186(cm-") 2186(cm™)
AN N-H estir. N-H estir N-H estir
NH est. 3354(cm™) 3351(cm-1) 3329(cm™)
3341(cm™)
AN W\ AW\ AN AN

Os resultados obtidos na tabela 5.1, figura A (727 cm, 2166 cm e 3341 cm)™, séo
referentes aos valores da deposicdo do SizsN4 na superficie do substrato de Si. Assim,
guando comparamos 0s resultados encontrados com os da literatura mencionados
abaixo, nota-se que:

Segundo FOUAD et al, (2012) as bandas proximas do valor de 727cm™
correspondem ao Si-N; 2010cm™ correspondem ao Si-H (SiN,) ou SI-H; e a banda de
3360 cm™ correspondem ao N-H de estiramento. J4 segundo YOTA; et al 2011, as
bandas de Si-N de estiramento estdo entre 860 cm™, e as bandas de Si-H estdo
aproximadamente em 1160 cm™ e N-H de estiramento em aproximadamente 3340 cm™.

Deste modo, os valores obtidos através do FTIR, na figura A tabela 5.1 se aproximam
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com os resultados experimentais encontrados por FOUAD et al, (2012), o que confirma
experimentalmente a deposicdo do SizN4 na superficie.

Todavia, os resultados experimentais alcancados no trabalho divergem com
YOTA et al, (2011), quando se trata da banda de Si-N. Contudo, temos que 0s
resultados obtidos do N-H de estiramento em ambos os trabalhos estdo muito proximos,
0 que nos leva a pensar que a metodologia adotada no tratamento por YOTA et al,(
2011) é diferente, uma vez que os trabalhos como o de BLECH et al (2009), retratam
que ha uma forte correlacéo entre as condi¢des de deposicdo, a qualidade de passivacao,
constantes Opticas e estequiometria das camadas.

Por conseguinte, na figura B da tabela 5.1 temos os valores referentes ao
APTES na superficie do SisN, que sd0:(784 cm, 851 cm, 1556cm, 2161 cm, 3341 cm)™,
segundo KIM et al, (2009), a informacdo mais relevante sobre o filme de APTES ¢
encontrado entre 1800 cm™ e 900cm™.

Deste modo, os valores referentes & 1556cm™ sdo do grupo amina que fica
exposto pelo fato do APTES fazer ligacdo covalente com o déxido reativo da superficie
do SizN4 Apesar disso, pode haver igualmente outras bandas com valores entre 1460
cm™ a 1610 cm™ que sdo oriundos do grupo NH, presentes no filme de APTES.
Todavia, estas bandas sdo dependentes da espessura do filme.

Além disso, segundo KIM et al, (2009) esses grupos comumente se associam
aos silanois presentes na superficie do silicio e transferem os prétons da superficie acida
do silanol para os grupos basicos adjacentes, tais como 0 NH, do mesmo modo essa
reagdo também pode formar SiO”, H e NH,".

As bandas préximas a 1195 cm™,1080cm™, e 960 cm™ na maioria das vezes sdo
dos grupos etoxi (-OCH,CH3) que ndo foram hidrolisados pelo APTES. Esta
observacgdo denota que além de depender de fatores como a espessura para a adsorcao e
formacgédo do NH,, o APTES pode vir a ter dependéncia da quantidade de grupos etoxi
no momento da hidrélise para formar ligagdo covalente.

Outro importante fator que estabelece a ligacdo covalente do APTES com a
amostra sdo as bandas atribuidas a grupos siloxano (Si-O-Si) no substrato de silicio que
est4 em torno de 1045cm™ .

Por conseguinte, o resultado da tabela 5.1, figura C possui o seguinte valor
referente a0 APTES 20mMoL-4H na superficie do SisN4 que é de: (740 cm, 813 cm,
1089 cm-1,1610cm, 2171 cm, 3341 cm)™.
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Na figura mencionada, existe uma banda no valor de 1089 cm™ que
geralmente é prevista quando os grupos etoxi (-OCH,CH3) ndo sdo hidrolisados no
APTES.

Logo, esta observacdo denota que além de depender de fatores como a
espessura na adsorcdo e a formacdo do NH;, o APTES pode ter dependéncia na
quantidade de grupos etoxi no momento da hidrdlise para que se estabeleca a ligacao
covalente na superficie do SizNj.

Portanto, quando é confrontado o resultado obtido pela tabela 5.1 figura D com
o0 resultado obtido pela tabela 5.1 figura B verificam-se que as bandas de NH; estéo
muito proximos mesmo quando h&d o aumento da concentragdo. Deste modo, €
admissivel mencionar que mesmo concentra¢fes distintas quando sdo tratadas no
mesmo tempo de reacgdo estas tendem a ter a mesma influéncia no modo como o NH, do
APTES vai estar orientado na superficie. Conjectura-se que a influéncia do NH; no
APTES pode ndo estar somente associada as diferentes concentragdes, mas sim na
alteracdo do tempo de reacdo bem como no processo de cura e limpeza do APTES.

Na tabela 5.1 figura E, o resultado advém novamente do acréscimo da
concentracdo do APTES, porém o tempo de reacdo € maior. Logo, quando se compara 0
valor obtido na tabela 5.1 figura E com o resultado adquirido na tabela 5.1 figura D é
possivel notar semelhancas nos resultados. A partir disso, o estudo de KIM et al; 2009,
no que se refere ao acréscimo na concentracdo sdo relevantes para os resultados aqui
mencionados, uma vez que as ligacbes do APTES sdo adsorvidas com os Silanois
presentes sobre a superficie do Nitreto de Silicio.

Assim, é possivel analisar que o aumento na concentragdo com um tempo de
reacdo maior pode vir a influenciar na densidade de ligacdo local, ja que a ligacdo esta

relacionada com a eficiéncia da ligacdo covalente do grupo Si-O-Si com a superficie.
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Figura 32: A) Substrato de Silicio com deposicdo de SisN, na superficie e com solucdo piranha mais APTES
20mMol 2H B) substrato de silicio com deposicdo de SisN, na superficie C) substrato de silicio com deposicao de
Si3N,4 na superficie com solugdo piranha e APTES 20mMol 4H. D)substrato de silicio depositado com SizN,4 na
superficie mais APTES 40mMol2H;E) substrato de silicio depositado com SisN, na superficie e APTES 40mMol
/4h.

A tabela abaixo possui a média e o desvio padrdo da deposi¢cdo no substrato de
Silicio em fungéo dos diversos tratamentos com o intuito de observar o comportamento
das bandas obtidas:

Tabela 5.2 — Média e desvio padrdo - APTES

TRATAMENTOS MEDIA
SizNy 742.8cm™ £12,5
Si-O-C;Hs 850,75cm™ #1,3
NH; 1566,75cm™ +16,8
SiH-SiN; 2174cm™ +11,4
N-H de estiramento 3343,2cm™ +7,44

O resultado da tabela 5.2 exibe que a maior variagdo na média e desvio padrdo é
exatamente na banda de NH; que € préximo a 16,8%. Portanto, em consequéncia desse
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resultado é plausivel elucidar que os diferentes tratamentos influenciam na forma como

0 NH; vai estar norteado na superficie. Sabe-se que NH, do APTES pode mudar a

dindmica de vinculacédo no Glutaraldeido e modificar o ambiente aonde as biomoléculas

vao se acoplar.

331
2
127

Si3N4

Histograma NH: (substrato de silicio)

SN HSiFO-C2HS5 WNH2 ESi-H MN-Hesti

3341 3354 3351 2329
2 2
1556 1556 1?f3 1?50
851 848 852 852
iII 7“OII 730II 733II

Si3N4+20mMOl Si3N4+20mMoOl Si3N4+40 mMOl Si3N4+40 mMOlI
APTES 2H APTES 4H+SP APTES 2H APTES 4H

Figura 33: Histograma obtido pela tabela 4.3
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5.1.2 Caracterizagao das amostras reticuladas com glutaraldeido por (FTIR)

O resultado da tabela 5.3 abaixo possui dois tempos de reacdo distintos para o
glutaraldeido, contudo é possivel observar que a mudanca no tempo de reacdo nédo

influenciou nos espectros obtidos para o (GA).

Tabela 5.3: Funcionalizacéo - Glutaraldeido

Glutaraldeido Glutaraldeido
2,5%/2H 2,5%/4H
Si-N Si-N
742 (cm™) 742 (cm™)
Si-O-C2H5 Si-O-C2H5
892 (cm™) 892(cm™)
Si-O-Si Si-O-Si
1001 (cm™) 1001 (cm™)
O-CH3 O-CH3
1197 (cm™) 1197 (cm™)
Cc=0 Cc=0
1411 (cm™) 1411(cm™)
NH2 NH2
1541 (cm™) 1541 (cm™)
NH, NH2
1597 (cm™) 1597 (cm™)
SiH (N,Si) SiH (N,Si)
2153 (cm™) 2153 (cm™)
CH; CH;
2928 cm-1 2928 cm-1
N-H N-H
3251 cm-1 3302 cm-1

Este resultado pode ser compreendido, uma vez que estudos como os de
TRIMUKHE et al (2009) mostram que quando ocorre a reacdo de ligagdo cruzada dos
grupos aldeidos do glutaraldeido estes reagem rapidamente com o grupo hidroxila do

polimero atraves de uma solugéo &cida que em seguida forma pontes acetal.
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Deste modo, segundo HUY et al, (2011) as bandas que sé&o geralmente obtidas
sd0 picos proximos a 1550cm™ que sdo caracteristicos de ligages de C-N de
estiramento e N-H de deformacéo angular. O pico do modo de vibracdo C=0 também
pode ser encontrado em valores préximos a 1420 cm™ e a banda de NH, pode ser
encontrada em valores préximos a 1590 cm™.

Por meio dos resultados obtidos é possivel dizer que o glutaraldeido esta ligado
ao APTES visto que os valores se aproximam das citagdes mencionadas. Porém, é
importante ressaltar que existem regides do APTES que ndo reagiram com 0
Glutaraldeido, visto que é possivel observar através da tabela 5.3 bandas de NH, com

valores préximos a 1597cm™
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Figura 34: A) substrato de silicio com deposic¢éo de SisNy4 na superficie e APTES 20mMol 4H mais
gluraldeido Glutaraldeido 2,5% por 4H B) substrato de silicio depositado com Si3N4 na superficie e
APTES 20 mMol 4H mais Glutaraldeido 2,5% por 2H.
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5.1.3 Caracterizagdo das amostras da albumina do soro bovino por (FTIR)

O resultado obtido pela tabela 5.4 possui diferentes concentracbes do BSA no
ligante cruzado (G.A 2,5%), porém o tempo de reagdo € 0 mesmo. Assim sendo,
segundo ZHANG et al,(2014) é comum encontrar a amida primaria nas regides entre
1600-1700cm™. Porém é importante saber que diferentes proteinas possuem diferentes
absorcOes geralmente nas estruturas secundarias. Outro fator importante sobre a
estrutura do BSA segundo KONG et al, (2007) é que a banda da amida Il esta
localizada nos intervalos entre 1400-1200 cm™ | que geralmente estd compassiva as

alteracdes da estrutura secundaria.

Tabela 5.4- Funcionalizagdo BSA 20 pMol e 100uMol

Ga 2,5%4h+proteina Ga 2,5%4h+proteina 20puMol
100uMol
Si-N Si-N
757 cm* 757 cm?
Si-O-C2H5 Si-O-C2H5
879 cm™ 887 cm™
Si-O-H Si-O-H
959 cm™ 975 cm™
Amida 11 Amida 11
1172 cm-1 1179 cm™
Amida Il Amida Il
1422 cm 1587 cm™
Amida | COO-
1635-1731cm™ 1411 cm™
SiH(N2Si) Amida |
2162 cm™ 1731cm™*
CH3 SiH(N2Si)
2920 cm™ 2166 cm™
N-H 3247 cm™ CH3
2917 cm™*
N-H 3247 cm™®

Portanto, ao analisar o resultado obtido para estrutura primaria as bandas
encontradas estdo dentro do intervalo mencionado .Nota-se que para a estrutura primaria

a alteracdo na concentragdo ndo influencia no resultado obtido.

60



Para estrutura Il o valor obtido € proximo aos valores definidos por WANG et
al,(2011), segundo ele a banda da amida Il est4d em uma regido entre 1500-1600cm™.
Logo o resultado de 1587 cm™ pode ser justificado para a concentracdo de 100pMol
visto que o valor da banda esta préximo desse intervalo. Porém, ao analisar o resultado
para 20pMol,percebe-se que este esta fora da citacdo mencionada e muito mais proximo
daquela adotada por ZHANG et al,(2014) para o valor referente a estrutura I11 da amida.

Ja quando é analisado o valor obtido da estrutura Il este possui um valor
préximo ao mencionado acima, no entanto o valor obtido é justificado, visto que ja
foram mencionado que a estrutura 111 € sensivel as alteragdes da estrutura secundaria.

Deste modo, € importante ressaltar também que para variar os resultados obtidos
na amida Il e 11l também pode se dar devido as diferencas nos valores de pH e método
de funcionalizacdo da superficie adotado. Outro fator importante é que os trabalhos
citados obtiveram o espectro do BSA em &gua pura, 0 que é considerado como um
espectro de condicdo nativa para 0 BSA que consiste em pelo menos 50% de estruturas

em a hélice.
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Figura 35: A) substrato de silicio com deposicdo de si3n4 na superficie e APTES 20mMol 4H mais
Glutaraldeido 2,5% + 100ug de proteina B) substrato de silicio depositado com Si3N4 na superficie e
APTES 20 mMol 4H mais Glutaraldeido 2,5%+ 20ug de proteina.
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5.2 CURVA DE FORCA X DISTANCIA DA (BSA) EM DIFERENTES pHs
METODO WLC

Quando o BSA é imobilizado covalentemente na superficie ou na ponta do
AFM é possivel perceber que a curva de forca/distancia apresenta multiplas forcas de
interacdo que sdo de complexa interpretacdo em razdo do conjunto de monémeros que
séo formados.

Segundo SIEDLECKI et al, (2007) esta forca de interagdo complexa entre a
ponta e a biomolécula tem caracteristica de curva de forca dente de serra. Esta se
manifesta geralmente quando uma macromolécula, neste caso a proteina é estendida e
tem que modificar sua conformacao de equilibrio com o meio. Este padrdo é claramente
observado na figura 36.

Portanto, a metodologia de analise experimental que foi empregada é o método
WLC. Este descreve estatisticamente o provavel comportamento mecénico dos
diferentes dominios de um conjunto de mondémeros em fun¢do dos desdobramentos que

estas sofrem quando se aplica uma forga.

A

Forga 360(pN)
Forga 300(pN)

Separagdo-ponta amostra (nm) Separagdo-ponta amostra (nm)

Figura 36 :A) Curva de forga x distancia pH 6 -BSA ligado covalentemente na superficie com 20ug de

proteina B) Curva de forca x distancia em diferente localiza¢do da amostra.

A figura 36 representa as interacdes do valor médio da forca de ruptura desse
conjunto de mondmeros, ou seja, a forca entrépica de recuo que o BSA possui quando
este tem um pH 6,0. Além disso, este resultado também demonstra como as deflexdes se
alternam em diferentes pontos da amostra em funcédo das variacdes da forca entropica de

recuo.
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A partir disso e possivel delinear as tentativas de retorno gradual da
conformacdo média do BSA e perceber as altera¢cdes do equilibrio termodindmico até
que aconteca o rompimento da proteina com a ponta. Todavia, a forma com que € contra
balanceada a conformacéo da proteina com a forca entropica de recuo depende de forgas
importantes que orientam as interacdes da proteina. Essas interacbes podem ser
hidrofébicas e ibnicas que combinadas com o ganho de entropia determinam as
mudancas na conformacao durante a adsorcéo.

Deste modo, ao analisar o histograma da (figura 37 A) podemos obter valores
médios correspondentes a (25pN,82pN,147pN, 201pN e 247pN). Portanto, este
resultado da forca entrépica denota que a proteina estd covalentemente imobilizada,
porém a forma com que ela se encontra pode ser distinta devido as reacbes de
polimerizacdo e o0 agente de ligacdo cruzado, os quais podem se orientar e crescer nos

diversos defeitos da superficie do SizNj.

5.2.1 pH 6.0 20 uMol alcool 95%.
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Figura 37: A) Forga de ruptura (pN) pH 6 20ug amostras preparadas em alcool PA 95% no substrato de
silicio depositado com SisN, na superficie e APTES 20 mMol 4H mais Glutaraldeido2,5%+20ug de
proteina em diferentes localizagdo da amostra. B) Separagdo-ponta amostra(nm) pH 6 20ug preparadas
em acool PA 95% depositado com Si3N4 na superficie e APTES 20 mMol 4H mais Glutaraldeido2,5% +

20pg de proteina.: pH6 comprimento de persisténcia (nm)

Tabela 5.5: Valores de adesdo do BSA em distintos tratamentos com APTES.

F(pN) Referéncia F(pN) | Referéncia
122425 | Sagvolden et al (1999) | 260 Moye et al.
(1994%)
232.24 | Sagvolden et al (1999) | 340 Lee et al.
(1994b)
321+2 | Sagvolden et al(1999) 110 | Dammer et al.
(1996)
160 Moye et al. 250 | Hinterdorfer
(1994%) etal. (1996)

A tabela 5.5 lista valores das forgas de adesé@o encontrados nas literaturas, para
comparacdo com as forgas de adesdo encontradas nas figuras (37 A e B).

SAGVOLDEN;et al,(1999) funcionalizaram a superficie utilizando substratos
de vidro e empregaram como método o x(aminopropil) trietoxisilano para sinalizagédo
com o tempo médio de reacdo de 2h. Nesta reagdo eles usaram o Glutaraldeido 2,5%,
com o tempo médio de 2h, em seguida utilizou o BSA na superficie.

Porém, é importante ressaltar que o resultado encontrado por SAGVOLDEN,et
al,(1999),na tabela 5.5 acima, estuda somente os eventos de adesdo individual e ndo em

um conjunto de monémetros.
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ZLATANOVA et al, (2000) estudam distintos grupos de AFM com o intuito de
encontrar valores de adesdo no BSA e também em outras proteinas. O objetivo do seu
trabalho era mostrar que o AFM pode ser capaz de revelar através das curvas de forca a
relacdo entre as forcas inter e intra moleculares em biomolécula e como estas afetam o
sistema bioldgico em macromoléculas.

No pH 6,0 encontramos probabilidade (12,5%) para valores menores que
147pN e valores < 147pN s&o proximos a (62,5 %) que sdo relativos a eventos de
adesdo individual. Logo, a forca obtida de 147pN é similar a encontrada por
SAGVOLDEN, et al,(1999), MOYE et al, (1994) e DAMMER et al, (1996). A maior
parte dos eventos ocorre com forgas menores que podem ser relacionadas com a adeséo
especifica de dominios individuais nesta regido do filme ou pode ocorrer também que o
comprimento de persisténcia deva ser maior em algumas regides. E assim
consequentemente, é possivel que no momento em que a ponta toca no BSA este resista
mais ao puxa-la, o que em tese cria maior dificuldade para os desdobramentos e
estiramentos, fazendo que o valor da for¢a entrépica de recuo diminua.

Em contrapartida, ao analisar o valor de 247pN a probabilidade de ocorréncia de
valores maiores que 247pN é proximo de 10% e < 247 é (30,5%). Assim sendo, este
valor pode denotar duas hipoteses: a primeira € a existéncia de um comprimento de
contorno bem proximo a forca entropica direcional aplicada, fazendo com que exista
uma tendéncia na forca direcional do BSA quando a ponta do AFM se retrai. Esse valor
de 247pN se justifica porque segundo LENNE et al,(2000) as longas forgas séo devido a
longos afastamentos.

A segunda hipbtese é que comprimento de persisténcia deve ser menor em
alguma regido da amostra, visto que os valores entre 147pN < p(F(x) < 247 pN estéo
entorno de 49%. Isso é compreensivel porque conforme BOZEC et al,(2005) o0s
mondmeros nos substratos geralmente se ligam por fisissor¢do a ponta, e por isso nao é
possivel saber onde ocorrem os locais de afastamentos quando a ponta interage ou se
liga a molécula no substrato.

N&o obstante, segundo CHTCHEGLOVAET et al, (2004) as multiplas for¢as de
interacdo podem ser classificadas em: rompimento de ligacdo simples ou seja forgas de
desvinculacdo(130pN), rompimento de ligacdo dupla (295 pN) e forgas nao especificas.
Assim sendo, ao analisar a referéncia é possivel verificar que o valor obtido para
rompimento de ligacdo simples é proximo do valor citado. Este resultado sugere que ao

funcionalizar a superficie estes tipos de rompimentos ocorra.
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Outro fator relevante sobre o conceito de ligagdo simples diz que na existéncia
ou na presenga de uma banda de barreira de energia idéntica de forga sobre o conjunto
de monbmeros, estes cooperam integralmente para respectivamente se desassociar.
Portanto, quando tais elementos ocorrem a ligacdo ird agir como ruptura de ligacao
simples que é dada pela soma das forcas de rompimentos individuais. No entanto, na
maior parte das situacfes € pouco provavel a combinacdo desses eventos, ja que é dificil
as ligacbes romperem no momento exato ou em posic¢des idénticas no interior de um
dado conjunto de energia. E importante ressaltar que multiplos estiramentos também
podem ocorrer, porém em menor propor¢do, visto que a probabilidade entre 147pN <
p(F(x) < 82 pN estd em torno de 34,7%.

Este resultado de mdltiplos estiramentos ocorre por causa dos varios
alongamentos (“desnaturacdo mecanica”) e também das altera¢cdes no pH. Outro fator
relevante é que o BSA é uma proteina globular " enrijecida " que contém 17 ligacGes de
dissulfeto que tém diferentes formas de conformacéo (N, F, B, A, e E), caracterizado
por distintos contetdos nas folhas B , alfa hélice e outras estruturas (CARTER E HO,
1994).

Com este valor de probabilidade de 34,7% talvez seja possivel descrever a
possivel preferéncia de conformacéo, visto que na pesquisa de PEREIRA et al, (2003) a
forma expandida da BSA esta proximo a (35% de alfa hélice na conformacdo E) que
corresponde a maxima extensao de ligacdo permitida na estruturas de dissulfeto.

Quando se analisa a figura 37 B, é possivel ver regides de parcelas de
frequéncias que sé@o maiores e ndo sdo ajustadas nas gaussianas pelos comprimentos de
contornos. Isso se deve ao fato de que varios monémeros se uniram uns com 0s outros e
o conjunto foi sendo esticados mais em regides preferencias ao longo das medidas
realizadas com a ponta do AFM. ( BOZEC et al,2005).

Assim sendo, com esse resultado é provavel que o comportamento elastico do
monodmero da todo o seu comprimento de contorno, o qual € resultante da extensdo
sofrida da molécula do monémero ( LENNE et al, 2000; BOZEC et al, 2005).

Deste modo, os comprimentos de contorno efetivos foram analisados também

por distribuicdo normal, conforme a (figura 37 A) devido aos distintos estiramentos.
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Tabela 5.6 Valores do comprimento de contorno (CC)- Figura 37 b

Comprimento de CC (nm) < (%) CC (nm) < (%)
Contorno-CC.(hm)
30 1 52
57 4 30
107 0,4 15
180 0,5 5

Logo, a partir dos valores encontrados, mensura-se que realmente existam
estiramentos curtos devido as multiplas moléculas que se prendem a ponta na hora que
ela se afasta visto que este fendmeno predominante esta em torno de 52%.

Quando se adquire os valores do comprimento de contorno, € razoavel
compara-los com os valores da forca entropica, uma vez que LENNE et al (2000),
sugerem que longas forcas se devem a longos estiramentos e, portanto € importante
correlaciona-los. Deste modo, como a probabilidade no valor da forga entrépica ficou
em 247pN e estd proximo a (30,5%), é provavel que existam longos estiramentos
mencionados por LENNE et al,(2000), porém quando se analisa o comprimento de
contorno o resultado obtido é o oposto visto que o maior valor encontrado € justamente
para 0 menor valor no CC 52%.

Assim sendo, ao correlacionar os valores médios da (figura 37 A) com 0s
valores encontrados nas literaturas mencionadas, percebem-se que os resultados
encontrados ndo se diferem muito quando se correlacionam as forcas encontradas.
Porém, é importante ressaltar que as medidas alcancadas nos trabalhos citados sdo
diferentes porque os objetivos destas pesquisas sdo de analisar a adesdo ou 0s dominios
individuais em comum em um Unico evento de for¢a aplicada.

Deste modo, o resultado na (figura 37 A) é analogo somente ao valor médio da
forca individual, entretanto sua interpretacdo é diferente porque o procedimento de
anélise adotado foi 0 de mapeamento de forga.

Esta metodologia oferece no minimo 64 curvas de forga em uma Unica regido
da amostra. Deste modo, para a aquisicdo da curva de forca para a BSA foram
analisados 20 pontos nas diferentes regides da amostra, totalizando em no minimo 4000
mil curvas de forca.

Logo, a existéncia de dois valores médios proeminentes da BSA possui
coeréncia, uma vez que a forca entropica direcional advém do momento em que a ponta
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do AFM toca a superficie e tras consigo um conjunto de biomoléculas acopladas que
tendem a resistir a esta forca.

Desta forma, a forca entrdpica direcional no BSA é altamente influenciada pelas
modificagdes no comprimento de persisténcia. O comprimento de persisténcia mostra
informacdes relevantes sobre a tendéncia da forca entrépica de ruptura assim que a
biomolécula é ligada covalentemente ao filme.

Para compreensdo dos multiplos estiramentos na forca de ruptura a alternativa
adotada foi metodologia da distribuicdo normal. A distribuicdo normal pode demonstrar
por meio da andlise estatistica como os estiramentos estdo proximos ou longe da
conformagdo de Equilibrio.

O resultado da figura 37 C, acima € obtido com intuito de avaliar se a
funcionalizacdo do BSA altera consideravelmente o comprimento de persisténcia - (CP)
fazendo com que as moléculas se tornem mais rigidas ou flexiveis a medida que sdo
alteradas as condi¢es fisico-quimicas. Portanto, a provavel tendéncia da molécula de
BSA no pH 6,0 é de uma molécula mais flexivel porque em presenca de &gua
desfavorece as ligacdes de hidrogénio dos conjuntos de mondmeros na estrutura
secundéria do BSA. Assim a média obtida é de 55nm com probabilidade 15% para

valores < 20nm e 54% para valores <90nm.
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Frequencia

5.2.2 pH 7.4 20uMol &lcool 95%.

Conforme observamos na figura 38 abaixo h& um decréscimo consideravel na
forca entropica de recuo que pode ser devido ao aumento do comprimento de
persisténcia ou da mudanca de polaridade da BSA, a qual faz a interface (biomolécula /
composto organico) mudar toda a interface termodinamica de tal maneira que quando a
ponta comeca tocar na superficie do BSA ela pode se ligar a poucas moléculas ou até
mesmo a grandes aglomerados, ocasionando a queda da forca entrépica de recuo.

54 R = 098641 %7 R = 08734
9N
47 nm
304 254
98nm
%4
P 204
0
c
A f14pN S
= .
0
15 L
150pN L
104
54
5
0 I
|=matans] |
0 50 0 150 200 250 300 ¢ & b e L
Forgalp comprimento de contorno(nm)
Figura 38 a: Histograma forga (pN) Figura 38 b: Histograma comprimento de contorno(nm)

Isto é possivel, pelo fato de proteinas com mais de 100 residuos ou moléculas
grandes procurar a estabilidade no dobramento, geralmente em mdédulos tal como sugere
trabalhos como os de DOBSON et al, (2003); DINNER et al, (2000).

Em outras palavras, o dobramento de proteinas € em grande parte concretizada
de forma independente com subdivisdo de diferentes segmentos de modo que as
ligagBes que envolvem InteracOes especificas fazem com que a forma no dobramento se

assemelhe as regides de dominios locais.
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Assim ao analisar o resultado da figura 37 a temos que: para valores menores
que 150pN a probabilidade é proxima a 59%. Para valores < 150pN esta em torno de
35, % e maior que 150 pN e proximo de 6% .

Com este resultado é possivel afirmar que existem diferentes interacfes devido a
mudanca no pH. Como consequéncia o nimero de ligacdes entre a ponta e o substrato
ndo garantem que as medidas consistam em maior probabilidade de interacdo porque a
BSA exibe mudanca de conformacéo e carga.

A figura 38 b, apresenta um comprimento de contorno maximo-(CC) préximo a
98nm, 0 que se caracteriza em um desdobramento “prematuro”. Este CC pode ocorrer
porque ha a desestabilizacdo da superficie devido as forcas de longo alcance, resultando
no desdobramento parcial no BSA. Outra hipdtese importante ja mencionada é que na
presenca de agua diminui a interacdo do conjunto de mondmeros. Como a forca
entrdpica é baixa o provavel valor de CC também sera baixo.

Uma terceira possibilidade seria que as proteinas podem desnaturar parcialmente
sobre a superficie, fazendo com que esta perca a sua propriedade. Ao analisar a
probabilidade no CC obtido temos que para valores maiores que 98nm a probabilidade é
proximo a 36% para valores < 98nm é préximo 44% e menor que 98nm esta préximo a
20%. Esse resultado mostra que o valor médio encontrado de 98nm é baixo, o que
caracteriza incerteza na preferéncia de interacdo da BSA quando se altera o pH para 7,4

na superficie funcionalizada.

25nm

/' RA2 = 0.81766
8 \ 98nm
/
/
6
1+
S
c
(4]
-
o
e 4
e
2
0
0 20 40 60 80 100 120 140

comprimento de persistencia(nm)

Figura 38c: pH 7.4 Comprimento de persisténcia (pm)
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O comprimento de persisténcia do pH 7,4, figura 37c possui um resultado
importante porque o comprimento de contorno possui uma alta frequéncia tanto para
valores grandes e pequenos. Este resultado demostra que o comprimento de persisténcia
pode ser um dos principais vinculos responsaveis para que a forca entropica de recuo
diminua, visto que a média total do comprimento de persisténcia é proximo a 61nm e do
CC é proximo a 72,5nm. Outro fato relevante é que o valor do CP obtido na figura 38c
estd em presenca de dgua e em um pH mais neutro. E isto muda a polaridade do
conjunto de mondémeros com 0 meio e podem ocorrer mais eventos repulsivos entre a

ponta e o conjunto de mondmeros.

5.2.3 pH 6.0 20pMol alcool absoluto.

O resultado da figura 39 a, caracteriza um provavel evento de forca de
desvinculacéo, visto que o valor médio de 90pN pode néo ser considerado uma forca de
ruptura de ligacdo simples porque a forca aplicada na BSA pode néo ser suficiente para
desdobrar dominios importantes da estrutura, visto que nestas condi¢cbes o CP pode ser
maior que CC . Outra hipotese provavel é que a auséncia de dgua em certas regides
tornam as moléculas mais rigidas, levando o conjunto de monémeros a se ligar mais
entre si antes da ponta do AFM comecar a se aproximar da superficie ou se afastar na
curva de forca.

Frequencia

0 100 200

Forca(pN)

Figura 39a: pH 6 Forca ruptura
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Segundo os trabalhos como de RATTO, et al 2006, a curvatura da ponta na
superficie ou outro agente fisico pode impedir e limitar as ligacdes quimicas entre as
moléculas bem como a formacdo de vinculos especificos na superficie. Além disso,
outro resultado relevante é que o valor referente a 205pN explica a forca de rompimento
de dupla ligagéo.

Ao analisar a probabilidade das forgas entrOpicas de recuo temos que para
valores menores que 90pN a probabilidade ¢ proxima a 12% ,para valores < 90pN esta
préximo a 41,1% , maior que 90pN a probabilidade é de 47 %. Este resultado demostra
que a interacdo das distribuicfes da forgca de ruptura para o rompimento de ligagédo
simples assume dois eventos de transi¢cdes: um desdobramento curto caracterizado por
pequenas forcas que sdo consecutivas na maioria dos casos e; outro resultado
caracterizado por forcas muito maiores que produzem uma média sequencial de
desdobramentos na BSA. Deste modo ao analisar a probabilidade de mdltiplas forcas
por meio da figura temos que para valores < 205pN a probabilidade € proxima a
38,78%, para valores < 205pN - 51,1% e, valores maiores que 205pN 10,5%. Portanto,
com o resultado obtido se verifica que existe uma média sequencial de mdaltiplos
desdobramentos devido as multiplas forcas de interagdo que se alternam entre grandes,
médias e pequenas forcas de rupturas. Porém, com maior probabilidade de evento para
forgas menores em 90pN<p(F(x))< 223pN ¢ de 29,82%.

100 __—32nm
/7

RA2 = 0.99523
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Figura 39 b: pH .6 comprimento de contorno (nm)
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Assim sendo, quando € correlacionada a probabilidade de comprimento de
contornos da figura 39b com as forcas obtidas temos a tabela 5.7

Tabela 5.7 —Probabilidade comprimento contorno(CC)

Comprimento de
Contorno-CC.(hm)

CC (nm) < (%)

CC (nm) < (%)

32 5 58
66 2 10
135 8 20
242 11 18

A probabilidade da tabela 5.7 demonstra que o comprimento de contorno passa
por longas forgas e em seguida elas sdo amortecidas em alguma regido da amostra,
levando a reducdo da forcga entropica de recuo . Em seguida a forca aumenta e estira a
molécula, porque a probabilidade para valores menores 242nm é préximo a 11%, para
valores <242nm a probabilidade ¢ de 18%, e valores entre 66nm <p(x)< 242nm esta
entorno de 52,2%.

O resultado obtido é coerente, uma vez que PELASEYED et al, (2014)
demonstram que apdés os dominios da proteina se desenrolar a forga aplicada no
conjunto de mondmeros se aproxima da linha de base e “relaxa”. E pouco antes do
préximo dominio da proteina ser esticado a forga aumenta novamente se caracterizando

por diferentes dominios individuais.

Frequencia
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Figura 39 c: pH .6 comprimento de persisténcia (nm)
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Na figura 39 c acima é possivel notar um aumento expressivo no comprimento
de persisténcia, ja que a média obtida é de 113nm.

Esse resultado ocorreu somente apds a mudanca de tratamento para alcool
absoluto, o que favorece a rigidez da molécula de BSA porque o meio desidratado
possibilita que as ligacGes de hidrogénio do conjunto de mondmeros permanegam mais
ligados uns aos outros. Portanto, o CP varia entre 21 a 201nm com maior probabilidade
para valores proximos a 201nm, sendo este de 71%.

Tal resultado comprova que algumas regides do BSA estdo mais rigidas porque
a forca entrdpica de recuo reduziu no momento em que a ponta tocou a superficie.
Desse modo, ndo é possivel ter o acesso imediato a alguns dominios da proteina,
justificando o amortecimento drastico da forca e a frequéncia alta em pequenos valores

do comprimento de contorno.

5.2.4 pH 7.4 20uMol alcool Absoluto

Ao analisar o resultado das figuras abaixo temos que a probabilidade de
encontrar valores menores que 57pN estd entorno de 0,5% ,<57pN esta proximo a 26%
e maior que 74pN estd em torno de 60% . Este resultado demostra que deve existir
pouca resisténcia no momento quando a ponta puxa a molécula, tornando o

comprimento de contorno alto e o comprimento de persisténcia baixo.

35 4 Rr2 = 0.94319
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Figura 40 a: pH 7.4 Forca-pN
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Ao realizar as medidas das forcas intramoleculares entre a ponta de nitreto de
Silicio e uma molécula “imobilizada” em uma superficie plana, podem-se acessar
informacdes sobre a estabilidade da molécula na superficie.

Deste modo, sabendo que existem vinculos entre a ponta e a molécula na
superficie, verifica-se que no pH 7,4 a probabilidade de encontrar valores menores que
340pN é proximo a 68%, enquanto valores < 340pN a probabilidade é proxima a 30%.

E valores maiores que 340pN estdo proximos a 2% , assim sendo este resultado mostra

que as forcas de ruptura se ddo preferencialmente nos dominios intramoleculares.
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As figuras 40 b e c apresentam os comprimentos de contorno e persisténcia e
suas relacGes com as forcas citadas anteriormente. Assim sendo, quando é analisado o
resultado obtido para o CC o valor € baixo, apesar de existir uma forca entrépica alta
perto do comprimento méximo de contorno da molécula de BSA. Logo, é provavel que
a estabilidade desses aglomerados, ou seja, conjuntos de mondmeros da proteina
dependam das ligacGes quimicas estabelecidas no momento em que sdo alteradas as
condicdes das reacdes fisico - quimicas na superficie.

Ao analisar a mudanca no CP o tratamento tornou a molécula mais rigida,
contudo a rigidez alcancada ndo é suficiente para fazer com que existam grandes
amortecimentos na forca. Assim, essa pequena recuperacdo dos dominios quando sdo
desenrolados, ndo € o suficiente para interromper o inicio da quebra de ligacdo entre a

ponta e as moléculas quando estas estdo proximas ao valor limite da forca.

5.2.5 pH 4.0 20uMol alcool Absoluto

O resultado obtido na figura abaixo no pH 4,0 mostra sequenciais eventos de
forca com probabilidade de 21% para valores < 24pN, 45% para 129pN e 79% para
valores< 234pN. Esse resultado pode caracterizar que existem forgas em moléculas

individuais, duplas ou inespecificas.

2 ___ 24pN RA2 = 0.99671

Frequencia

0 50 100 150 200 250
Forga(pN)

Figura 41 a: pH 4,0 Forca(pN)
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Figura 41b: pH 4,0 comprimento de contorno (nm)

Apesar de a forca entrépica ser alta € possivel observar dois comprimentos de
contorno pequenos com probabilidades de 16% para valores < 47nm e para valores
maiores que 47nm esta proximo a 82% bem como para valores < 90nm a probabilidade
é proxima a 43%; e valores maiores que 90nm sdo proximos a 42%. Com este valor €
possivel dizer que alguns dominios da macromolécula (BSA) que eram mais acessiveis
ficam menos ao passo que o comprimento de contorno se torna mais dificil com as

mudancas de pH do meio.

16 =
. RM2 = 091218

113nm 208nm

frequencia

0 50 100 150 200 250
comprimento de persistencia(nm)

Figura 41c: pH 4,0 comprimento de persisténcia (nm)

Os resultados dos CPs quando o BSA esta imerso em solugdes apresentando pH
4,0 é um pouco maior do que o pH 7,4, porém como 0 meio estd mais acido € provavel

que exista maior quantidade de H * no meio, provocando a repulsdo com as ligagdes de
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Frequencia

hidrogénio da macromolécula (BSA). Deste modo, o resultado do comprimento de
persisténcia é produto das interacdes com os grupos de dissulfetos ou grupos
hidrofobicos da macromolécula. Consequentemente, os conjuntos de mondmeros se
recuperam em uma escala de tempo mais rapida em meio acido, o que justifica a grande

distribuicédo de forcas e a redugéo no CC ao longo das medidas.

5.2.6 pH 10 20uMol alcool absoluto

O valor da forga entropica na figura 4la exibe o menor valor dentre 0s
tratamentos obtidos. Deste modo, o resultado adquirido pode caracterizar que a
molécula de BSA tenha sofrido envelhecimento neste pH como sugere PEREIRA, et al
(2003), ou exista um aumento de carga negativa que causa um acréscimo na repulsao
eletrostatica nos dominios circundantes do BSA. Este fendmeno cria uma barreira
eletrostatica da macromolécula com o meio que dificulta a ligacdo do BSA na superficie
e sua ligacdo com a ponta. Tal afirmacdo se justifica, uma vez que o valor do

comprimento de contorno é 112nm e proximo a 46% e o CP é alto e igual a 208nm.
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1Mol alcool abs. 20uMol alcool abs.
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Figura 42c: pH10 comprimento de persisténcia-nm

A partir dos resultados obtidos foram feitas mudangas na concentragdo com a
finalidade de observar como esta alteragdo pode determinar o comportamento das
moléculas e os dominios individuais na superficie. Os valores de F,CC e CP estdo

apresentados na tabela 5.8.
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Tabela 5.8: Quadro comparativo de valores Min e Max/BSA - (F,CC e CP)

pH 6,0

20uMol élcool 95% | 20uMol alcool abs | 100pMol alcool abs

Valores | Valores | Valores | Valores | Valores | Valores

(MIN) (MAX) (MIN) | (MAX) (MIN) (MAX)

F (pN) 35+3,0 | 247+23 | 47+15 | 205+38 | 83+4,6 | 263+29

CC (nm) | 30+2,4 | 180421 | 32,2418 | 242+18 | 52+0,98 | 104+12

CP (nm) | 20+1,3 | 90+£12,9 | 21415 |201+9,7 | 3722 286142
pH 7,4

20uMol alcool 95% | 20uMol alcool abs | 100uMol alcool abs

Valores | Valores | Valores | Valores | Valores | Valores

(MIN) (MAX) (MIN) | (MAX) (MIN) (MAX)

F (pN) 43+55 | 150+2,8 | 57+12 | 340457 | 68+15 | 31345,8

CC (nm) | 47+4,1 98+10 52+43 | 125462 | 50+1,3 | 163+38

CP (nm) | 25+4,3 98+9,4 12458 | 72+7,3 | 15+0,29 | 143+11
pHA4,0

20uMol alcool abs | 100uMol alcool abs

Valores | Valores | Valores | Valores

(MIN) | (MAX) (MIN) (MAX)

F (pN) 20+4,2 | 237+13 | 18+1,3 | 205+38

CC (nm) 18+2,3 | 180+35 | 46+4,4 | 238%18

CP (nm) 1621,1 | 94+13 | 13x19 | 97+2,4
pH 10

20 pMol élcool abs | 100 pMol alcool abs

Valores | Valores | Valores | Valores

(MIN) | (MAX) (MIN) (MAX)

F (pN) 13+1,7 | 63%+7,0 | 9,4+0,2 | 42+4,6

CC (nm) 45+6,0 | 100+21 | 67+1,8 | 225+10

CP (nm) 19+3,1 | 208+23 | 26+0,5 | 283+43

Por meio da tabela 5.8, nota-se que em funcdo dos diversos tratamentos existe
uma discrepancia dos resultados obtidos para a mesma estrutura. Esta mudanca
evidencia que a forcga entrdpica e os desdobramentos sdo altamente dependentes do pH e

da concentracdo para que o conjunto de monémeros se desdobre mais ou menos em

relacéo a forca aplicada.
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Os resultados obtidos de comprimento de contorno e persisténcia podem ser
vinculados ao contexto da diferenca da energia livre de Gibbs e a posicéo de equilibrio
entre as moléculas do meio. Essa afirmacédo pode ser feita quando se observa o resultado
obtido pelo pH 6,0 e 7,4 e pH 10 na tabela 5.8, uma vez que a alteracdo de concentragédo
no pH 6 e 7,4 para 100pMol, faz com que o CP fique trés vezes maior no pH 6 e dobre
no pH 7,4. Entretanto, no pH 6 a molécula € estendida até (104nm), o que € esperado
porque a BSA se tornou mais rigida. Porém, no pH 7,4 apesar do CP estar maior a
molécula foi mais estendida do que resultado anterior, tornando a molécula nestas
condigdes mais flexivel. Este resultado € incoerente com o valor obtido anteriormente,
visto que a molécula ndo se estendia mais do que 98 nm, o que caracteriza a rigidez no
comportamento da molécula.

O resultado do pH 10 com acréscimo de concentracdo é contrario ao obtido
anteriormente, uma vez que o CP pode ser alto e 0 CC se desenrola totalmente por uma
forga entropica minima mesmo com o aumento na concentragdo, 0 que a caracteriza
uma molécula flexivel. Outra hipGtese € que nesta concentracdo as moléculas estdo
muito aglomeradas e de algum modo a forca aplicada sobre a molécula sofre muitos
amortecimentos e assim ocorre um decréscimo da forca ao longo dos estiramentos.

Portanto, os valores obtidos de comprimento de contorno minimo e maximo bem
como o comprimento de persisténcia sdo fatores indiscutiveis para entender o
comportamento molecular. Porém, para discutir ao mesmo tempo os fendmenos que
ocorrem na interface biomolécula/superficie sdo necessarios outros meio integrantes de

analises fisico-quimicas.
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5.3 CURVAS DE FORCA X DISTANCIA (MODELO DE BELL — EVANS) NO BSA.

As literaturas de WILLIAMS et al, (2003) e HUMMER et al, (2004) utilizam na
andlise das curvas de forcas as diferencas na taxa carregamento e estudam a
intensificacdo da distribuicdo térmica na quebra ndo linear e pode favorecer as leis de
ruptura. Quando uma ligacdo conduz mais carregamentos, consequentemente, as escalas
da forca de ruptura sobem linearmente com o namero de ligacao.

Assim, quando sdo observadas as escalas de tempo e as transigdes internas se
percebe a dependéncia da taxa com os perfis de for¢ca (mudanga na conformacdo e
processos de desvinculacdo) e se utiliza a taxa de carregamento como um modo
alternativo para observar o sistema biofisico ou bioguimico.

Segundo as experiéncias de estiramento ndo existem forgas aplicadas
instantaneamente, mas sim por razdo de algum aumento finito eventual que ocorra na
ruptura ligacdo. A trajetoria de desvinculagdo € caracterizada por uma Unica barreira de
dissociacdo que aumenta linearmente com o logaritmo da forca aplicada. Se a forca é
progressiva, a taxa de dissociacdo da ligacdo igualmente continua a aumentar com o
tempo. Sob essas condi¢des, a forca de ruptura mais provavel varia em funcdo dos
valores da taxa de carregamento e Keqq da equacdo (2.6) cujo valor experimental obtido
para Kegq = 1,34164x10 M.

Os valores da taxa de carregamento na tabela 5.9 sdo referentes & energia
mecanica aplicada sobre uma molécula quando esta é estirada por meio do cantilever da
Microscopia de Forca atdmica (AFM). As diferencas no carregamento juntamente com
a intensificacdo da distribuicdo térmica e a quebra ndo linear favorecem as leis de
ruptura. Quando uma ligacdo conduz mais carregamentos, consequentemente as escalas
da forca de ruptura sobem linearmente com o nimero de ligagdo, fazendo o potencial de

conformacdo mudar por meio da energia livre.
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Tabela 5.9 —Valores de taxa de carregamento BSA, segundo SHIU LO et al, 2001

Taxa de Carregamento (Load Rate) pH 7
3,90E+4

3,90E+5

1,95E+6

3,74E+6

6,28E+6

Assim sendo, as propriedades de equilibrio entre a banda de ligagcdo mais fraca e
as forcas de ruptura ndo possuem valores constantes nas ligacdes quimicas. Em vez
disso dependem de condicBes experimentais que sdo em particular a taxa com que €
aplicada a forca no complexo receptor do ligante (a taxa de carga) como pode ser
observado pela figura 43.

e 114 s
Fit Parameters g
12r 112 Nodel Type Worndike (WLC) v
2ot 1 §ContadPosIﬂon v| om|alm
T gl lop 8
: gBaseIlneOIset v o :JnN
s} {5 @
: ! 68 Tepae (V) 32 AK
- =}
o Wt {og 3 Ftrsits
D
0 e
E 02+ 102 § Contour fen. V| 1386] &nm E
£ 3 vl 1755|a
8y = | dyy 3 Pesstin (Y] ijamd
‘ ResidualRUS 1345 N
021 “ 102 BreakingForce 6:838pN
. P T
0 50 100 150 200 20 0 30 40

Tip-Sample Separation (nm) ,

Figura 43:Programa JPK data Processing
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Deste modo para empregar os valores da taxa de carregamento se utilizou a
férmula da equacdo (3.3) com o intuito de comparar as forgas obtidas pelo método
WLC. Para aplicar da equacdo (3.3) foram necessarios os valores de taxa de

carregamento que sdo listados na tabela 5.10:

Tabela 5.10 — Tabela de Valores de taxa de carregamento- (load Rate) LR em
diferentes pHs.

LR pH 4.0 20uMOL LR pH 6.0 20uMOL | LR pH 7.4 20uMOL LR pH 10 20uMOL
alcool absoluto alcool absoluto alcool absoluto alcool absoluto
(pN/s) (PN/s) (PN/s) (PN/s)
510 240 215 272
404 228 333 373
691 137 475 384
404 270 442 161
512 298 396 195
340 147 446 297
544 179 326 234
251 175 391 380
148 225 459 515
415 632 579 152
620 197 445 144
569 169 317 201
695 480 364 180
118 259 382 320
108 322 168 142

LR pH 6.0 100pMOL

f LR pH 7.4 100pMOL
alcool absoluto

alcool absoluto (pN/s)

LR pH 10 100pMOL

LR pH 4.0 100uMOL alcool absoluto (pN/s)

alcool absoluto (pN/s)
(pN/s)
258 110 165 173
223 437 189 310
319 590 102 222
120 481 409 132
144 425 301 157
103 754 476 121
267 155 320 291
241 226 436 236
193 454 189 120
103 512 578 112
140 407 402 250
170 790 370 126
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Portanto, quando se analisa os resultados obtidos pelo método WLC é provavel
que os eventos de ligacdo ndo especificos ocorram simultaneamente, uma vez que
segundo ASHCROFT et al, (2008) as discrepancias nos tipos de forca e tipos de
desdobramentos experimentais demonstram a importancia do fator distancia para os
estados de transicdo das moléculas. Por conseguinte, € possivel concluir que as
modificacbes na superficie ou na ponta podem ocasionar sitios especificos para a
formacéo de aglomerados e, assim as taxas de carregamento com a ruptura do primeiro
agregado podera ser significativamente maior do que as condicGes de equilibrio na
propria molécula, levando a possibilidade de discrepancias nos resultados obtidos.

Para investigar o significado das baixas transi¢cGes das forgas no estiramento a
hipotese de BELL et al (1978) assume um papel importante como assinalado na
pesquisa de KETEN et al, (2008). Para KETEN et al, (2008) a teoria de BELL et al
,(1978) adota o pressuposto que apenas as ligacdes que deixam de possui Keqq rompem
ao mesmo tempo com uma forca constante. Isto conduz a uma forca de ligagédo
independentemente nas ligacdes de hidrogénio presentes. O modelo de BELL et al
,(1978) oferece um vinculo que é ativado por um processo térmico e de difusdo além de
ser de natureza eletroestatica. Contudo, é importante ressaltar que o modelo de Bell
também foi refinado por Evans (1999) e outros autores.

Os resultados das figuras abaixo apresentam um comportamento diferente para
cada grafico obtido. Com isso, verifica-se que as mudancas de pHs influenciam na forca
de ligacdo entre as moléculas porque existe uma forca limite aplicada nas ligacGes em
funcdo das larguras de potenciais das moléculas. Quando as moléculas deixam de ter
essas ligacOes ocorre a ruptura das ligacGes que podem ser hidrogénio ou outros tipos de
ligaghes eletrostaticas, as quais se propagam rapidamente como uma “rachadura”
localizada. Essa propagacdo local da ruptura é controlada pela taxa de liberacdo da
energia livre que neste caso se inicia localmente ou na interface dos grupos que fazem
essas ligacdes entre o conjunto de monémeros.

Segundo KETEN et al, (2008) este processo pode ser imaginado semelhante a
uma fenda de um cristal quebradico, que se espalha e eventualmente conduz uma falha

em todo cristal.
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Os resultados das figuras 45 (a,b,c) mostram que existe uma relagéo linear entre a forca
com o logaritmo da taxa de carregamento que neste caso pode se dar devido as ligagdes de um
pequeno conjunto de aglomerados. Cada ligacdo se rompe quando os valores criticos de taxa de
carregamento passam para valores maiores ou proximos das ligacbes de limites de cada

molécula em funcédo de xb e Kog.
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Os resultados das figuras (45a e 45b) mostram que quando a forca é distribuida
em relacdo as varias ligacdes as teorias devem ser generalizadas para dar conta ao
comportamento coletivo das ligac6es sob a forca.

Assim, segundo CHTHEGLOVA et al,(2004) quando existem forcas
relativamente fracas as ligagdes sdo quebradas antes do rompimento nas ligacdes de
dissulfeto, o que permitiria ocorrer mais alongamento.

Deste modo, as formulacBes do modelo de Bell ou semelhantes podem ser
usadas para calcular o tamanho da forca nos aglomerados e nas ligacGes de hidrogénio e
também eletrostaticas, além de ser utilizadas para vincular os valores das barreiras

energéticas com o valor do pico da forca.

PH 4 20uMOLAFM X BFP EVANS
160
<@
o Korr1,95x10-25~1 &
120 off L X S .-...
<
= 100
= &
=
& 80 ‘_Q
2 60 | 4.0 0@
40
-0 xp=0,19nm
0
0,00E+00 5,00E+00 1,00E+01 1,50E+01
TAXA DE CARREGAMENTO(pN/s)
cealpas
Figura 46a: pH 4 20ug. alcool abs
Ph4 100unMOLAFM X BFPEVANS
140
*
120
100 2.1 X3
= Korr1,00x107°s7™1 ..
.g 80 e 2
.
Z 60 . e
" 40 *>--*
xp=0,20nm
20
0
0,00E+00 2,00E+00 4,00E+00 6,00E+00 8,00E+00 1,00E+01 1,20E+01
TAXA DE CARREGAMENTO(pN/s)
T I

Figura 46b: pH 4 100ug. alcool abs.

88



No entanto, quando se utiliza 0 mesmo modelo de Bell para calcular as for¢as da
figura abaixo, percebe-se que no mesmo pH com variagdo da concentracdo (figura 47 e
47 b) o comportamento da curva é muito diferente porque ha o aumento na largura da
barreira de potencial, que em grande parte tem haver com 0 aumento de concentracéo .
Os estudos de KETEN et al, (2008) demonstram que as ligagOes de hidrogénio podem
se romper porque o meio mais béasico favorece a quebra de um conjunto de

aglomerados.
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5.4 FORCA ENTROPICA MEDIA X MODULO DE YOUNG

A relacdo necessaria para a possivel compreensdo das forcas entropicas bem
como para 0s modelos matematicos que buscam identificar o comportamento coletivo
das ligacOes durante o processo de ruptura podem ser conceitualmente compreendidos
através da relacéo do regime visco eléstico da molécula.

E possivel observar por meio do histograma (fig.48 a) que a maior forca adesiva
foi de 128 pN e 104 pN para os pHs 7,4 e pH 6,0, respectivamente em alcool absoluto.
Intervalos entre 76pN correspondem ao pH 7,4 alcool 95% e entre 84 pN e 49 pN)
correspondem ao pH 4 e o pH 10.

Logo, o resultado obtido mostra que o aumento do pH até o intervalo de 7,4
favoreceu para que as forcas adesivas na superficie do BSA fossem maiores, porém com
0 aumento progressivo do pH a forca adesiva diminui drasticamente tal como foi
verificado por (TRAN et al,2012).Segundo ele as forcas de adesdo séo progressivamente

reduzidas com o aumento do pH do meio.

Histograma BSA 20uMOL Forga(pN)
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Figura 48a: pHs 20uMOL. élcool 95% e ABS
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Histograma BSA 20uMOL Modulo de Young(Kpa)
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Figura 48b: pHs Médulo de Young alcool 95 e ABS

Assim, é possivel dizer que as forcas entrdpicas aplicadas pelo método (WLC)
provavelmente sdo mais baixas no pH 10 pelo fato dele possuir uma estrutura cristalina
envelhecida como sugere CATER et al, (1994).

Além disso, quando o pH estd muito acima do ponto isoelétrico as interacdes
entre as cargas sao facilmente comprometidas mudando a estabilidade da molécula e a
tendéncia desta estar mais ou menos ligada com a superficie. Portanto, 0 aumento do
pH causa um aumento na repulsdo nos dominios das cargas negativas circundantes do
BSA, as quais aumentam a barreira da energia potencial do meio, 0 que pode
dificultar a ligacdo da BSA na superficie.

Quando séo analisados os valores do modulo de Young acima ocorre que 0
maior valor obtido € de 800(Kpa) que corresponde ao pH 6.0 onde a estrutura cristalina
estd mais proxima a conformacdo normal (N) e o modulo de Young é de 250(kPa), o
que provavelmente demonstra a conformacgédo mais envelhecida no pH 10.

Deste modo, os dominios do BSA quando estdo em um pH acima do ponto
isoelétrico fazem com que as interagdes entre as cargas comprometam a estrutura e a
estabilidade interna da proteina.

Outro ponto relevante é que as forcas de adesdo sobre BSA necessitam ser
conduzidas por diferentes tipos de forgas: eletrostaticas, hidrofobicas e rearranjo
estrutural. Portanto, o resultado obtido é coerente com as analises NAKANISHI et al,
(2001), pois ele relata que a proteina da BSA dispde de longas cadeias de aminoacidos ,

as quais tem uma alta estabilidade interna. Alias, sabe-se que parte dos aminoacidos
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possuem partes hidrofébicas e hidrofilicas, as quais podem mudar conforme as
condicOes de estabilidade.

Além disso, a literatura sobre o tema aponta que perto do ponto isoelétrico a
atracdo de Coulomb entre os residuos de cargas opostas na proteina favorecem o
rearranjo das moléculas, o que torna a estrutura da proteina mais compacta.

Portando, o resultado do pH (4 e 6) se aproximam das analises realizadas por
Pereira et.al, (2003) , ja que o maior valor do mddulo de Young estdo proximos do
ponto isoelétrico e a macromolécula fica mais ligada com ela mesma .

Deste modo o resultado obtido mostra que o pH do meio reacional é vital para a
mudanga de conformacdo da interface proteina /material funcionalizado de interesse.

Ao analisar o resultado dos histogramas das figuras 49 a e 49b abaixo
observamos que o maior valor de forca adesiva hovamente corresponde ao pH 6 que
corresponde ao valor de 118(pN).

Assim, a afirmacdo do resultado obtido por TRAN et al,( 2012) a respeito do
pH pode ser confirmada mesmo quando existe um aumento na concentracéo, pois o pH
10 possui valor proximo a 28pN e o pH 4 possui um valor de 80 pN .

Além do mais, TRAN et al, (2012) em seu estudo sobre as forcas adesivas em
funcdo do pH observou um resultado semelhante acerca do comportamento do BSA.
Nesse sentido, suas analises confirmam quanto mais basico for o meio menor a forca
adesiva e 0 mddulo de Young .

Os resultados pelo moédulo de Young em ambos os histogramas demonstram
que no pH 10 o mddulo de Young é baixo , por isso 0 comprimento de contorno (CC)
se estira totalmente porque ndo é necessario que grandes forcas sejam aplicadas para
gue a molécula se estire inteiramente. Isso justifica o resultado da forca entropica na
tabela 6.8 para o pH 10 diferente do que ocorre para o pH 6 100ug , uma vez que neste
ultimo pH uma grande forca é aplicada e a molécula do BSA né&o se estira mais do que
104nm.
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5.5 COMPRIMENTO DE CONTORNO X MODULO DE YOUNG

Os histogramas das figuras 50a e 50b relacionam o comprimento de contorno
com o modulo de Young com o intuito de avaliar o quanto a molécula se estende em
funcio do maédulo eléstico. E possivel perceber que em alcool absoluto o CC do pH 7,4
se estende mais pela média. Porém, € importante ressaltar que esta possui maior forca
adesiva dentre as obtida além de 0 mddulo de Young ser o mais baixo depois do pH 10.
Outro dado relevante é que o menor comprimento de contorno obtido pela média foi o
pH 10 que é 58nm.

Logo, conforme os resultados obtidos por RATTO et al, (2006) é possivel
confirmar que os tratamentos analiticos simplesmente fornecem a prova teorica para o
comportamento ndo linear das forcas e as medicdes em conjunto. Essas medicdes
tendem a produzir valores médios em que os intervalos possua um unico valor, e estes
intervalos ocultam aspectos importantes de interagdes tais como as forgcas de ndo

equilibrio que mudam a conformacdo da proteina bem como o comprimento de

contorno.
Histograma BSA 20uMOL (CC)
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Figura 50 a: pHs 20ug. alcool 95% e ABS
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Histograma BSA 20uMOL Modulo de Young(Kpa)
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Figura 50 b: pHs 20 Modulo de Young alcool 95 e ABS

O resultado do histograma do comprimento de contorno com aumento na
concentracdo para 100ug tem o maior valor para CC préximos ao pH 10. Esse resultado
é esperado, uma vez que o pH 10 possui 0 menor modulo de Young como ja foi
mencionado acima. Assim, para as diversas condi¢es experimentais como indicado no
estudo de RIXMAN et al, (2003) as moléculas de albumina do soro bovino ou a
molécula de albumina sérica humana podem se estirar até um comprimento do contorno
préximo a 200nm , o0 que representa 0 comprimento de contorno completo.

Deste modo, por meio da analise das médias o CC ndo se estirou mais do que
141nm e assim o resultado obtido pode admitir que RIXMAN et al, (2003) esteja
correto sobre o valor maximo do comprimento de contorno. Porém, é importante
perceber que os resultados possuem uma interpretagdo tdo individualizada que é
possivel que o mesmo complexo possua diferentes preferencias de ruptura quando se

altera o tratamento e a concentracao.
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5.6 MEDIDA DA TOPOGRAFIA E RUGOSIDADE - AFM

5.6.1 Topografia do Si3Ny

O resultado das figuras 52 a, b, ¢ mostram que a superficie é lisa e pouco
homogénea, possuindo vérios defeitos. Estas variacGes topogréficas observadas nas
imagens mostram que foi depositado SizN4 na superficie, uma vez que o substrato de Si

é pouco homogéneo e muito liso.

697.1 pm

slow [um]

fast [um]

Figura 52a. Topografia (Si+SisN, depositado superficie)

10.49 deg

slow [um]

0deg

Figura 52c. Contraste de fase (Si+Si3N,4 depositado superficie)
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5.6.2 Topografia da amostra funcionalizada com APTES

As Imagens das figuras 53 (a, b, ¢) correspondem as modificagdes quimicas dos
filmes de APTES. Observou-se que os filmes finos APTES exibem uma topografia da
superficie mais homogénea e um pouco rugosa .

Segundo HOWARTER et al, (2006) podemos observar a rugosidade através da
presenca de agregados e a formacgdo de multicamadas do filme de APTES. Além disso,
KIM et al, (2010) demonstra que os agregados do filme de APTES sdo frequentemente
formados nas superficies devido aos crescimentos laterais do filme que ocorrem
quando a silanizacdo é conduzida por um tempo de 4h e uma cura igual 24 h num
solvente organico.

Outra relacdo importante para a formacao de agregados verificada no trabalho de
SMITH et al, (2006) aponta que a reacdo de silanizagdo do APTES quando realizada
em 4 horas forma monocamadas relativamente lisas. Quando ndo ha o processo de cura
em um tempo de 24 horas ocorre a formacdo de multicamadas com rugosidade e

caracteristicas em forma de ilhas.

6413 pm

slow [um]

fast (um]

Figura 53a.Topografia (SisN; +APTES)

4

Figura 53b. 3D Topografia-( Sizn,+APTES)
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1.154 deg

slow [um]

0deg

fast [um]

Figura 53c. Contraste de fase (SizN,+APTES)

5.6.3 Topografia da amostra reticulada com glutaraldeido (GA)

E possivel perceber que as imagens da superficie de SisN, apresentam
aglomerados, isto implica que a modificacdo com o APTES produz ligagdes em que 0s
possiveis sitios da superficie foram modificados pelo agente de ligagdo. Assim, conclui-
se que o agente de ligacdo ndo se une apenas aos defeitos da superficie criados na
deposicdo de Nitreto de silicio visto que o APTES forma camadas poliméricas

provenientes da silanizacédo , as quais favorecem a fixacdo do NH, ao glutaraldeido .

2.581nm

stow (um]

2
fast [um]

Figura 54a. Topografia (Glutaraldeido)
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Figura 54b. 3DTopografia (Glutaraldeido)

4.586 deg

Figura 54c. Contraste de fase (Glutaraldeido)

5.6.4 Topografia da amostra imobilizada com BSA

As imagens das figuras 55 (a,b,c) mostram que o BSA esta ligado
covalentemente na superficie e possui uma estrutura globular. O BSA é uma proteina
enrijecida e globular, porém tal enrijecimento provavelmente dependa do pH do meio e
do tempo de reacdo . Essa observagdo foi confirmada pelo estudo de MACIEL et al,
(2013), o qual demonstrou que o numero de agregados deve estar em funcdo do tempo
de reacdo com a superficie.

Essa observacdo denota que em tempos curtos a interacdo € mais alta com o
solvente, e assim o numero de agregados sera menor conforme o tempo de contato. O

namero de agregados serd maior se o tempo de contato aumentar, dessa forma se
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justificam as imagens das figuras 54 (a,b,c) porque elas possuem muitos agregados visto
que neste trabalho o BSA funcionalizado foi utilizado em um tempo médio de 24H.

48.94 nm

slow [um]

fast [um]

Figura 55a. Topografia (BSA)

Figura 55c. Forca lateral (BSA)
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5.6.5 Rugosidade média das amostras obtidas

Os valores de rugosidade media podem confirmar que a funcionalizacdo da
superficie do Si+Si3N,4 apresenta uma rugosidade média baixa porque a superficie do
Nitreto de silicio € lisa. Apds o tratamento com APTES 20 mM/4h a rugosidade média
aumenta , caracterizando o processo de polimerizacdo da superficie, a qual tem a
tendéncia de formar uma monocamada mais homogénea e densa. Quando se utiliza o
GA a rugosidade média aumenta novamente porque este composto tem a tendéncia de
se ligar ao NH;, do APTES.

Ao utilizar o BSA na superficie com APTES 20 mM/4h + GA 25% o
comportamento da rugosidade média aumenta drasticamente , 0 que caracteriza que o
tratamento utilizado para funcionalizar favorece a fixacdo do BSA na superficie devido

a ligacdo covalente proveniente do APTES na superficie do SisNy4

Tabela 5.11- Valor da rugosidade media em funcdo dos tratamentos.

Tratamentos Valor médio Rugosidade (Ra)
Si+Si3Ny Rug: 103pm
APTES 20 mM/4h Rug: 940pm
GA 2,5% Rug: 1,2 nm
BSA 20 pMol/ml Rug:8,72 nm
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho foram utilizadas as técnicas de funcionalizacdo de superficie com

o emprego do APTES 20mM/4h e Glutaraldeido 2,5% com o intuito de “aprisionar” o

BSA. Deste modo é possivel por meio dos resultados experimentais obtidos indicar

que:

Por meio do método matemético WLC foi possivel perceber que a maior forga
entropica de 263 pN esta proxima do ponto isoelétrico da macromolécula
(pH 6);

Na presenca de &gua € possivel perceber que a interagdo da BSA com 0 meio
muda o CP devido a interacdo de hidrogénio com a agua, o que desfavorece a
interagdo da macromolécula com ela mesma;

Com o aumento da concentracdo do BSA existem mais moléculas ligadas
entre si, favorecendo que o CP fique maior;

No pH 10 apesar do CP ser alto a molécula se estira totalmente, porque a
molécula ndo apresenta uma estrutura cristalina definida;

A partir da teoria de Bell podemos observar que em presenca de agua as
larguras da barreira de potencial sdo menores e em alcool absoluto esta
barreira aumenta, aproximando-se com os valores de aumento do CP pelo
método WLC,;

Por fim, a partir do modulo de Young foi possivel observar que no pH 6 com
alcool Absoluto o BSA tem maior modulo visco elastico porque a

regularidade estrutural da molécula se aproxima do ponto isoelétrico.
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7.PROPOSTAS PARA TRABALHOS FUTUROS

1. Os estudos das técnicas de funcionalizacdo descritos e discutidos nesta tese
contribuem de forma fundamental para a compreensdo dos fenémenos fisico-
quimicos em materiais funcionalizados. Porém, seria extremamente interessante
buscar rotas alternativas de funcionalizacdo e também estudos que possam auxiliar

na compreensdo dos fendmenos que ocorrem nesta interface.

2. Seria de grande relevancia na area de funcionalizacdo de materiais verificarem
técnicas tais como Spin Coat ou deposi¢do quimica a vapor (CVD) por meio de
compostos quimicos que formam monocamadas de Silanos. Outra proposta também
seria utilizar ligantes cruzados bem como outros ligantes via Spin coat ou até

mesmo por CVD.

3. Sabe-se que os filmes funcionalizados por biomoléculas sdo muito dependentes
das interacdes hidrofilicas e hidrofébicas, assim sendo uma alternativa que pode ser
utilizada para verificar tal argumento € usar o Hexametildissiloxano (HMDS) que

forma camadas muito hidrofobicas.

4. Os resultados obtidos pelos métodos matematicos utilizados nesta tese apesar de
exibirem informacdes relevantes sobre 0 processo de ruptura por um ponto de vista
termodinamico, contudo ainda ndo explorou os potencias de interacdo. Seria de

grande relevancia ao invés de utilizarmos exclusivamente o conceito de forcas
. . . . . au
adesivas também usarmos o conceito de energia potencial F = —5 has curvas de

forca. De tal modo, seria razoavel posteriormente utilizar o potencial de Morse para
estudar os minimos locais bem como as energias de ligacdo e dissociacao,

relacionando-as com as equacdes da mecénica quantica.
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